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Prologo

El uso de las manos

Estd generalmente aceptado que el rasgo mas distintivo de la humanidad es nuestra
inteligencia, que ubicamos principalmente en el cerebro. Por tanto, el cerebro es el 6rgano
gue mas asociamos con nuestra condicion humana. Sin embargo, el cerebro ha
evolucionado junto con las conductas y el resto de los 6rganos. Durante su evolucion, dos
elementos externos han tenido una gran importancia: la posicion erguida y la mano.

Mucho antes siquiera de ser hominidos, la necesidad de buscar alimento y prevenirse de los
peligros afianzd en nuestros antepasados animales la conducta de erguirse para explorar el
entorno. Este hecho, al fijarse en la anatomia de los hominidos, supuso dos impactos muy
importantes: una mayor percepcion que se tradujo en una corteza sensorial mas desarrollada
y la liberaciéon de las manos, disponiéndolas para otros usos distintos a la locomocion.
Gracias a nuestra capacidad para usar las manos pudimos realizar trabajos de artesania para
la fabricacién de herramientas que nos facilitaron el dia a dia, permitiéndonos evolucionar
como especie al homo faber, locucion latina que significa “el hombre que hace o fabrica”.
Hacer tareas detalladas con las manos obligé a nuestro cerebro a evolucionar hasta ser una
estructura capaz de idear proyectos. Esta evolucion junto con el tiempo libre y la mejor
calidad de vida que supuso el uso de herramientas, permitié a este homo faber desarrollar
la inteligencia humana y denominarse bioldgicamente Homo Sapiens, que significa “el
hombre que piensa”. El desarrollo del intelecto es el que nos ha posicionado en la primera
posicién de la escala evolutiva, sobreviviendo no solo en base a nuestro instinto. El escritor
latino Appius Claudius Caecus (340 a.C. -273 a.C) se refiri6 a la capacidad humana como
Homo faber suae quisque fortunae, dicho en castellano “cada persona es el creador de su
propio destino”. Por lo que el uso de las manos es la condicion fundamental de toda vida
humana y, como apuntaba Caecus, se podria decir que la humanidad se ha creado con sus

propias manos.
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Sinopsis - Castellano

El dafio producido por una lesion de la médula espinal genera déficits sensoriales y motores
que perduran a lo largo de la vida del individuo. Las secuelas que provoca son terribles, ya
que la reduccion de movilidad y de sensacién disminuyen drasticamente la calidad de vida
de los pacientes. En la actualidad se estan estudiando distintas intervenciones
experimentales que promuevan la reconectividad entre el cerebro y los segmentos

medulares por debajo de la lesion.

Esta tesis recopila una serie de estudios experimentales en roedores orientados a evaluar los
efectos de la rehabilitacion de las extremidades delantera en la recuperacién de la destreza
manual tras una contusion en la médula cervical. Los estudios estdn orientados para su

futura traslacion a pacientes humanos.

Los resultados obtenidos muestran que una lesion por contusion moderada en el segmento
C5 de la médula espinal de ratas y de ratones genera déficits crénicos en la habilidad para
extender la pata y agarrar objetos. Animales lesionados, con y sin rehabilitacion, presentan
una perdida crénica de la destreza manual. La rehabilitacién diaria para agarrar semillas de
una gradilla no induce a la mejora de esta habilidad con el tiempo. No obstante, reduce la
variabilidad de los errores cometidos al alcanzar y agarrar objetos, indicando la plasticidad
que genera en el sistema neuromuscular. Dada la ausencia de recuperacion funcional, en el
siguiente estudio se evalud si la rehabilitacion debiera de ser especifica al movimiento a
mejorar. No obstante, los resultados muestran que ratones lesionados con rehabilitacion
especifica, para alcanzar y agarrar objetos, mejoraron su destreza manual durante el proceso
de rehabilitacion, tanto como lo hicieron los animales sin rehabilitacion. Por ultimo, se
evaluo si no solo el tipo de rehabilitacion, sino ademas la intensidad a la que se realiza
pudiera favorecer la recuperaciéon manual. Efectivamente, los resultados indican que, a
diferencia de otros tipos de rehabilitacion de las extremidades delanteras, la rehabilitacion
especifica e intensiva de los movimientos de alcance y agarre promueve una mayor
recuperacion. En su conjunto, los estudios muestran como la rehabilitacion promueve la
plasticidad del sistema neuromotor, y como las caracteristicas de cada rehabilitacién tienen

un impacto sobre la evolucion de la recuperacion de la funcién manual.
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Sinopsis - Catala

El dany produit per una lesié de la medul-la espinal genera deficits sensorials i motors que
perduren al llarg de la vida de l'individu. Les sequeles que provoca son terribles, ja que la
reduccio de mobilitat i sensacio disminueixen drasticament la qualitat de vida dels pacients.
Actualment s'estan estudiant diferents intervencions experimentals que promoguin la

reconnectivitat entre el cervell i els segments medul-lars per sota la lesio.

Aquesta tesi recopila una série d'estudis experimentals en rosegadors orientats a avaluar els
efectes de la rehabilitacio de les extremitats davanteres en la recuperacio de la destresa
manual després d'una contusio a la medul-la cervical. Els estudis estan orientats a la seva

futura translacio a pacients humans.

Els resultats obtinguts mostren que una lesio per contusié moderada al segment C5 de la
medul-la espinal de rates i de ratolins genera déficits cronics en I'habilitat per estendre la
pota i agafar objectes. Animals lesionats, amb i sense rehabilitacio, presenten una perdua
cronica de la destresa manual. La rehabilitacié diaria per agafar llavors d'una gradeta no
indueix a millorar aquesta habilitat amb el temps. No obstant aix0, redueix la variabilitat
dels errors comesos en assolir i agafar objectes, indicant la plasticitat que genera al sistema
neuromuscular. Atesa I'absencia de recuperaci6 funcional, al seguent estudi es va avaluar si
la rehabilitaci6 devia ser especifica al moviment a millorar. No obstant, el resultats
mostraren que ratolins lesionats amb rehabilitacio especifica, per assolir i agafar objectes,
van millorar la seva destresa manual durant el procés de rehabilitacid, tant com ho van fer
els animals sense rehabilitacié. Finalment, es va avaluar si no només el tipus de
rehabilitacid, sind també la intensitat a qué es realitza pogués afavorir la recuperacio
manual. Efectivament, els resultats indiquen que, a diferéncia d‘altres tipus de rehabilitacid
de les extremitats davanteres, la rehabilitacio especifica i intensiva dels moviments d'abast i
subjeccié promou una recuperacid més gran. En conjunt, els estudis mostren com la
rehabilitacié promou la plasticitat del sistema neuromotor, i com les caracteristiques de

cada rehabilitacié tenen un impacte sobre I'evolucié de la recuperacio de la funcié manual.
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Abstract - English

The damage produced by a spinal cord injury generates sensory and motor deficits which
persist throughout the individual's life. The consequences caused are terrible since the
reduction of the patients’ mobility and sensation drastically diminishes their quality of life.
Different experimental interventions are being studied to promote the re-connectivity

between the brain and the spinal segments below the injury.

This thesis compiles a series of experimental studies in rodents aimed at evaluating the
effects of forelimbs rehabilitation on the recovery of manual dexterity after a contusion to

the cervical spinal cord. The studies are oriented for its future translation to human patients.

The results obtained show that a moderate contusion to the C5 spinal segment of rats and
mice generates chronic disabilities to reach and grasp objects. Injured animals, with and
without rehabilitation, showed a chronic loss of manual dexterity. Daily rehabilitation to
reach and grasp seeds beneath a grid did not lead to reaching and grasping improvement
over time. However, it reduced the variability of the errors performed when reaching and
grasping. The results evidenced the plasticity generated in the neuromuscular system.
Given the absence of functional recovery, the following study was aimed to evaluate
whether or not, the rehabilitation should be specific to the movement to be improved.
However, the results showed that injured mice with specific rehabilitation to reach and
grasp objects, improved their manual dexterity during the rehabilitation process, as much as
the animals without rehabilitation did. Finally, we evaluated if not only the type of
rehabilitation, but also the intensity at which it is carried out could influence manual
recovery. Indeed, the results indicate that, unlike other types of forelimb rehabilitation,
intensive task-specific rehabilitation promotes greater recovery on reaching and grasping.
In the overall, the studies shows that rehabilitation promote plasticity of the neuromotor
system, and evidence how the characteristics of each rehabilitation type have an impact on

the evolution of the recovery of manual function.
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Estructura de la tesis

Esta tesis trata de definir el grado de recuperacion motora en lesiones medulares cervicales
tras la rehabilitacion de las extremidades superiores dependiendo del grado de especificidad
funcional de dicha rehabilitacion.

Para facilitar la comprension, se incluye una introduccion en la que se presentan las bases
anatémicas del control motor, los tipos de lesiones medulares, la fisiopatologia del tipo de
lesion estudiada y los modelos experimentales que permiten su estudio, seguidos de las
estrategias terapéuticas que se han utilizado hasta el momento, haciendo hincapié en la
rehabilitacion.

Los apartados posteriores describen la hipétesis, los objetivos, la metodologia y el
desarrollo de los experimentos con sus resultados, finalizando con un apartado de discusion
general y conclusiones. Por altimo, se presenta un apartado de referencias, tras el que se

disponen los apéndices con la informacion complementaria.
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INTRODUCCION
1 La medula espinal

El sistema nervioso central (SNC) es una estructura vital de los animales vertebrados que
estd formada por el encéfalo y la médula espinal (ME). EIl sistema nervioso periférico
(SNP) lo forman los nervios que emergen de la columna y del craneo e inervan el resto del
cuerpo. La ME se encarga de transmitir la informacion, tanto consciente (sensorial y
motora) como inconsciente (la perteneciente al sistema nervioso auténomo) desde el
encéfalo hasta el cuerpo y viceversa, a través de los nervios periféricos. Ademas, la médula
es capaz de recibir informacién sensorial y coordinar una respuesta refleja sin contribucion
cerebral (1). La ME tiene por tanto un papel esencial en funciones tan diversas como el
movimiento, la percepcion del entorno o la regulacién de la funcion de los drganos

internos.

1.1 Estructura externa

Por su importante funcion y fragilidad, la médula espinal se encuentra protegida por liquido
cefalorraquideo, 3 capas de meninges (duramadre, aracnoides y piamadre) y por la columna
vertebral (Figura 1.A). La médula se extiende de forma tubular desde el final de la médula
oblongada, en la base del encéfalo y emerge del craneo por el foramen magnum. Llega
hasta las primeras vertebras lumbares y ocupa unas 2/3 partes del foramen vertebral. En
humanos tiene una longitud de 45 cm en hombres y 42,5 cm en mujeres. En la region
cervical y toracico-lumbares se originan los plexos braquiales y lumbosacros,
respectivamente. El engrosamiento que forma la meédula en estos niveles se denomina
intumescencia cervical (C4-T1) y lumbar (L1-S3) (2). En su parte inferior, la médula se
ahusa formando el cono medular, desde donde descienden los nervios que forman la cola de

caballo que se fija en la parte posterior del coxis.

Por su importante funcion y por su fragilidad, la médula espinal se encuentra en el interior

de varias estructuras protectoras. En su entorno inmediato, se halla bafiada por el liquido
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cefalorraquideo, que ocupa los espacios huecos y ofrece amortiguacion de los movimientos
y nutricion a la médula. Ademaés, la médula se halla envuelta por tres capas de tejido
membranoso resistente y flexible denominadas meninges: la duramadre, la aracnoides y la
piamadre. Por ultimo, las meninges se encuentran en el interior de una estructura dsea

articulada: la columna vertebral (Figura 1.B).

La médula espinal tiene forma de tubo y se extiende desde una estructura en la base del
encéfalo que la conecta al cerebro, la médula oblongada, hasta la region lumbar de la
espalda, teniendo en los seres humanos una longitud aproximada de 45 cm en hombres y
42,5 cm en mujeres. En relacion con el esqueleto, la médula espinal emerge del craneo por
el orificio denominado foramen magnum, llega hasta las primeras vertebras lumbares y
ocupa aproximadamente dos terceras partes de la luz del canal que conforman las aperturas
de las veértebras, llamado foramen vertebral. El tercio restante lo ocupan las meninges,

raices de nervios vertebrales, vasos sanguineos, ligamentos y tejido adiposo.

En la médula espinal se originan unas redes de axones neuronales denominadas plexos
nerviosos que inervan diferentes partes del cuerpo. En concreto, de las regiones cervical y
torécico-lumbar nacen los plexos braquiales y lumbosacros respectivamente. En estos
niveles la médula forma unos engrosamientos de los que arrancan los plexos nerviosos.
Estos engrosamientos se denominan intumescencia cervical, la de la zona comprendida
entre las vértebras cervical cuarta (C4) y torécica primera (T1), e intumescencia lumbar , la
ubicada en la zona entre las vertebras lumbar primera (L1) y sacra tercera (S3) (2). En su
parte inferior, la médula se ahtsa formando el cono medular, desde donde descienden los
nervios que forman la estructura de haces nerviosos que inerva las extremidades posteriores
y los 6rganos pélvicos, denominada por su apariencia cola de caballo, que se fija en la parte

posterior del coxis.

Aunque tiene forma de tubo, la médula espinal no tiene una seccién transversal circular,
sino aproximadamente ovalada y con surcos en su perimetro. Estos surcos recorren toda la
longitud de la medula espinal. En la superficie dorsal se puede diferenciar el surco central
posterior y los surcos colaterales posteriores, mientras que en la superficie ventral se

encuentra la fisura medial.
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Multiples fibras nerviosas brotan regularmente a lo largo de la médula espinal. La columna
vertebral estad conformada por vértebras que se encuentran separadas por discos de cartilago
y través de los espacios entre éstas emergen, de forma bilateral (es decir, simétrica y hacia
cada lado de la columna) las dos raices nerviosas correspondientes al segmento medular
que se encuentra bajo cada vértebra (Figura x). Se trata de las raices de los nervios
espinales. Cada nervio espinal estd compuesto por las raices dorsales, que son fibras
aferentes (entrantes, también llamadas ascendentes) de tipo sensorial, y por las raices
ventrales, que son fibras eferentes (salientes, también llamadas descendentes) de tipo motor

y auténomo (1).

En la mayoria de los mamiferos la médula espinal se compone de segmentos 0 neurémeros
en numero equivalente a las vértebras de la columna vertebral, exceptuando los segmentos
cervicales que presentan un neurémero mas que el nimero de vértebras (ocho en lugar de
siete) (3). Los niveles de los segmentos de la médula y de la columna no corresponden
debido a la diferencia en la velocidad de crecimiento durante el desarrollo embrionario

entre el tejido medular y el tejido dseo.

Los nervios espinales situados en los ocho segmentos cervicales transmiten las sefiales de la
cabeza, cuello, hombros, brazos, manos y diafragma. Los doce segmentos toracicos
transmiten las de los musculos pectorales y parte de las de los musculos de la espalda y el
abdomen. Los nervios situados en los cinco segmentos lumbares se encargan del control de
la parte baja del abdomen y de la espalda, los gliteos, la zona externa de los érganos
genitales y la zona mas proximal de las piernas. Los cinco segmentos sacros inervan los
muslos y la parte distal de las piernas, pies, la zona externa de los 6rganos genitales y el
area del ano. Por ultimo, los tres segmentos coccigeos controlan la zona inferior de la
espalda y la cola, en el caso de los roedores (4). La principal diferencia macroscopica entre
la medula espinal de humanos y roedores es que éstos Ultimos tienen un segmento vertebral

adicional en las regiones toracica (T13) y lumbar (L6).
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Figura 1: La médula espinal. (A) lustracion de la columna vertebral y de la numeracion y nomenclatura de sus
vértebras. (B) Segmento de dos vértebras que rodean la médula espinal y las meninges.

1.2 Estructura interna

La estructura interna de la médula espinal, desde un punto de vista transversal, puede
dividirse en la sustancia blanca (SB) y la sustancia gris (SG). La SB ocupa la parte méas
externa de la médula y es caracterizada por sus fibras mielinicas (blancas) y amielinicas
formando los tractos ascendentes (sensoriales) y descendentes (motores y autonémicos). La
SG se encuentra en la zona interior de la médula y en ella residen los cuerpos neuronales
que forman los circuitos pertinentes a cada region vertebral.

Vista transversalmente, la médula espinal puede dividirse en regiones de sustancia blanca
(SB) y regiones de sustancia gris (SG). La sustancia blanca ocupa la parte mas externa de la
médula y estd formada por axones de neuronas, tanto recubiertos de mielina (fibras
mielinicas o mielinizadas, que le confieren el caracteristico color blanco y el nombre la
sustancia blanca) como desnudos (fibras amielinicas). Estas fibras se agrupan en haces que

a su vez se agrupan formando tractos nerviosos. La sustancia blanca contiene tractos

Olaia Baylo Marin




ascendentes (sensoriales) y descendentes (motores y autondémicos). La sustancia gris se
encuentra en la zona interior de la médula y en ella residen los cuerpos neuronales (o
somas) que forman los circuitos pertenecientes a cada region vertebral. En el centro de la

médula se encuentra el canal central, que contiene liquido cefalorraquideo.

1.2.1 Lasustancia gris

La region ocupada por la sustancia gris en la médula espinal siempre vista
transversalmente, tiene una forma caracteristica de mariposa o letra H que varia
dependiendo del segmento medular que se observe. Se distribuye en las astas (o0 cuernos)
dorsales, las astas ventrales y la sustancia gris intermedia, que conecta ambas partes. Como
se ha mencionado mas arriba, los segmentos cervicales y lumbares de la médula presentan
las intumescencias, debidas a la presencia de cuerpos neuronales dispuestos en columnas,
que se sittan en las astas ventrales y originan los plexos nerviosos correspondientes para
inervar las extremidades superiores e inferiores (1). En los segmentos toracicos y lumbares

existe un asta lateral formada por neuronas del sistema nervioso central simpatico.

Si se observa la sustancia gris a escala microscépica y aplicando un criterio de clasificacion
anatomico, puede dividirse en agrupaciones localizadas de células de tipo y funcion comun
(agrupaciones somatotopicas) conocidas como las diez ldminas de Rexed, que se
distribuyen desde la cara dorsal hasta la cara ventral de la sustancia gris. Cada lamina
contiene neuronas con diferente forma y funcién y se denomina con un numeral romano.
Las laminas | y Il se encuentran en la sustancia gelatinosa de la zona mas dorsal de la
médula, donde estan las fibras nocioceptivas (es decir, encargadas de la modulacion del
dolor). Las laminas Il y IV estdn en zonas mas profundas de las astas dorsales y estan
involucradas en procesos propioceptivos (es decir, procesos de percepcion del estado y
posicién de cada parte del cuerpo), donde modulan la entrada sensorial de estimulos
nocioceptivos y térmicos. En las ld&minas intermedias V, VI y VII, ubicadas en la zona
central de cada “ala” de la sustancia gris, se encuentran las neuronas que participan en
reflejos espinales y autondmicos, recibiendo informacion de percepcion del dolor, tanto del

sistema locomotor como de las visceras. En la zona ventral y préxima al centro de la
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sustancia gris se encuentran las laminas V111 y IX (siendo esta ultima de hecho una especie
de isla dentro de la lamina VIII) que contienen motoneuronas implicadas en el control del
movimiento voluntario y el mantenimiento del tono muscular y la postura. En estas
laminas, las motoneuronas de la zona més interna del asta ventral inervan masculos axiales
(del cuello y la espalda), mientras que las de la zona mas externa inervan masculos distales
(de las extremidades); ademaés, las de la zona mas dorsal se encargan de los musculos
flexores y las de la méas ventral de los musculos extensores. Por Gltimo, la lamina X es una
excepcion en la distribucion de dorso a vientre de las laminas, puesto que rodea el canal
central de la médula. La funcion de sus neuronas se relaciona con el transporte de

informacion del sistema nervioso auténomo (5).

A escala microscopica y clasificando segun su funcion, podemos decir que la sustancia gris

alberga dos tipos neuronales: las neuronas de proyeccion y las interneuronas.

Las neuronas de proyeccion tienen su soma en la sustancia gris y proyectan sus axones a
diferentes regiones del sistema sensorimotor. Entre las neuronas de proyeccion
distinguimos las neuronas de proyeccion motora 0 motoneuronas, que se localizan en el
asta ventral o en la zona intermedia de la sustancia gris y cuyas proyecciones eferentes
inervan la musculatura, y las neuronas de proyeccion sensorial, que se ubican en el asta
dorsal y la zona intermedia (que comparten con las motoneuronas) y envian la informacion

periférica, que puede ser somatica o visceral, hacia el encéfalo.

En cuanto al otro tipo neuronal que reside en la sustancia gris, las interneuronas, se trata de
neuronas Cuyo soma y proyecciones se encuentran en la propia sustancia gris, realizando
Unicamente conexiones locales. Existen dos tipos de interneuronas: las interneuronas
segmentarias y las interneuronas propioespinales. Las interneuronas segmentarias
comunican zonas de la sustancia gris en el mismo segmento medular, dentro del mismo
lado de la médula o entre ambos lados, en cuyo caso se denominan interneuronas
comisurales. Las interneuronas propioespinales abarcan con sus axones varios segmentos

medulares. Las interneuronas se distribuyen por las tres zonas de la sustancia gris y actdan
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como conectores intermedios entre el encéfalo y las neuronas de proyeccion, modulando y

regulando buena parte de las sefiales que éstas Ultimas reciben.

1.2.2 Lasustancia blanca

Como se ha mencionado mas arriba, la sustancia blanca contiene principalmente tractos
nerviosos (agrupaciones de haces de axones neuronales). Las neuronas medulares
intercambian informacion con otras zonas del sistema nervioso central a traves de estos
tractos, que, como en el caso de las ld&minas de la sustancia gris, se agrupan de forma
somatotopica en zonas llamadas funiculos o cordones, por analogia con las columnas
conectoras adornadas en forma de cordén de la arquitectura clasica. Se distinguen cuatro
funiculos segun su disposicion en la médula siguiendo los ejes de ventral o anterior a dorsal
0 posterior y de central a lateral: un funiculo anterior, un funiculo posterior y dos funiculos
laterales. En cada uno de estos funiculos se encuentran tractos (o fasciculos) que desde el
punto de vista de su funcion pueden ser ascendentes o descendentes. La informacion
sensorial se recoge en el cuerpo y llega al cerebro mediante las vias ascendentes (también
llamadas aferentes, de entrada), mientras que las érdenes motoras y autonémicas del
cerebro llegan al resto del cuerpo mediante las vias descendentes (vias eferentes, de salida).

La clasificacion estructural de los principales tractos se definié con un criterio parcialmente
funcional: a partir del origen y terminacion de sus fibras nerviosas (6). Se describe a

continuacion.

Vias ascendentes

Los cuerpos de las neuronas sensoriales se encuentran en un grupo de nédulos nerviosos
situados en las raices dorsales o posteriores de los nervios espinales: los ganglios de las
raices dorsales. Sus axones conectan los drganos sensoriales con el encéfalo formando los
tractos ascendentes. En el funiculo dorsal se encuentran los tratos gracil y cuneado,
responsables de la transmision de sensaciones del tacto fino (o tacto epicritico), de la
vibracion, de la propiocepcion, y del movimiento consciente. En el cordon lateral se halla el

tracto espinotalamico que transmite la informacion sobre el tacto grosero (o tacto
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protopatico), la temperatura y el dolor. También se encuentra el tracto espinocerebeloso que
transfiere las sefiales propioceptivas inconscientes de las estructuras que perciben la tension
entre tendones y masculos (los 6rganos tendinosos de Golgi) y de los husos de fibras
musculares para coordinar la ejecucion fluida de los movimientos. Parte de los axones
sensoriales conectan con interneuronas de las astas dorsales de la sustancia gris que a su
Vez conectan con neuronas que proyectan sus axones a través de los tractos mencionados,

constituyendo un primer relevo en la transmision de las sefiales nerviosas de percepcion (7).

Vias descendentes

Las vias descendentes estan compuestas por fibras nerviosas que, como su hombre indica,
descienden desde el encéfalo a la médula espinal y envian las sefiales que controlan todo el
cuerpo. Estas vias incluyen el tracto corticoespinal y el tracto rubroespinal, localizados en
el funiculo lateral en seres humanos y en el funiculo dorsal en roedores. Esta es la Unica
diferencia existente en la distribucion de los tractos espinales entre humanos y roedores
(FIG2). Estos tractos transmiten sefiales nerviosas asociadas al movimiento voluntario.
Otros tractos descendentes, como el reticuloespinal, el vestibuloespinal y el corticoespinal
anterior, se situan en el funiculo ventral y transmiten sefiales asociadas al equilibrio y los
movimientos posturales. El tracto de Lissauer se encuentra entre el asta dorsal y la

superficie de la médula espinal y regula las sensaciones aferentes de dolor (8).
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Humano 12,5 mm Rata 3,5 mm
Tractos Ascendentes Tractos Descendentes
B Columnas dorsales M Corticoespinal
Il Espinocerebelar M Rubroespinal
I Espinotalamico W Reticuloespinal
Vestibuloespinal
Rafespinal

Figura 2: Comparacion de la localizacién anatdmica de los tractos nerviosos ascendentes y descendentes en
humano y rata.

1.Z.3 Neurofisiologia del control motor

El control motor se realiza mediante diferentes sistemas de control que ejecutan sus
funciones de forma cooperativa y jerarquica. La parte de la corteza del cerebro encargada
del control del movimiento (el cértex cerebral motor, cortex motor o corteza motora) emite
las 6rdenes primarias de ejecucién de los movimientos, que se procesan mediante bucles de
transmision nerviosa entre el propio cértex y los centros subcorticales del cerebro y con ello
envian a la médula espinal una sefial procesada conjuntamente que regula la actividad de
las motoneuronas espinales. Estas inervan la musculatura esquelética, siendo su accion la

efectora final del movimiento.

El control del movimiento y la postura tiene lugar en diferentes niveles del sistema nervioso
central e integra informacion sensorial, procedente tanto de circuitos locales, por ejemplo

los de los reflejos espinales, como de circuitos que alcanzan el encéfalo (9).
Control motor cortical

La corteza pre-motora se sitia en el l6bulo frontal del cerebro. Es el centro nervioso
encargado de la de la planificacion y secuenciacion del movimiento voluntario, entre otras

funciones. Esta informacion se transmite a las neuronas del tracto corticoespinal (TCE) que
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se ha definido como el responsable del control motor fino de la musculatura distal (manos y
dedos). La corteza cerebral se divide segin los tipos de neuronas que la forman en seis
capas diferenciadas, numeradas desde su parte mas externa (en contacto con las meninges)
a su parte mas interna (en contacto con la sustancia blanca que en el cerebro se halla en las
zonas internas) de forma similar a la clasificacion en laminas de Rexed que ya se ha
descrito para la médula espinal. Las neuronas de tipo piramidal (neuronas multipolares de
forma aproximadamente cénica con un axon largo y maltiples dendritas basales ramificadas
con espinas dendriticas, cuya funcién es por lo general la de ser fuentes primarias de
excitacion) que conforman el tracto corticoespinal descienden desde la capa V del cortex

motor.

Las fibras del tracto corticoespinal atraviesan la region del tronco encefalico denominada
capsula interna y descienden por la médula. La mayor parte de las fibras del tracto
corticoespinal se cruzan, o decusan, de forma que, si se originan en hemisferio derecho del
cerebro, conectan con estructuras del lado izquierdo del cuerpo. La decusacion es
responsable de que buena parte del control motor sea contralateral (es decir, que el control
tenga lugar en el hemisferio cerebral opuesto al lado del cuerpo donde se encuentra la
estructura motora controlada). El 80% de las fibras del tracto corticoespinal decusan en el
tronco encefélico. El tracto corticoespinal anterior, que comprende el 10% de las fibras
corticoespinales, lo hace en los primeros segmentos cervicales y en los toracicos. EI 10% de
fibras restantes nunca decusan, formando lo que se conoce como fasciculo corticoespinal
directo, encargado de la inervacion de la musculatura del tronco. Los axones
corticoespinales terminan principalmente en las laminas de la Il a la VI de la sustancia
gris. En los seres humanos, hasta el 20% de los axones corticoespinales terminan

directamente en motoneuronas en la ldmina 1X (10).
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En humanos y primates casi todas las fibras cruzadas descienden por el funiculo
dorsolateral y una parte lo hace por el funiculo ventral. En los roedores, la mayoria de las
fibras se localizan en la zona ventral del funiculo dorsal y una parte desciende por los
funiculos laterales y ventral. En seres humanos, las neuronas del tracto corticoespinal hacen
sinapsis (es decir, conectan) tanto con interneuronas como directamente con las
motoneuronas de la médula espinal. En roedores, en cambio, las neuronas del tracto
corticoespinal conectan solamente con las interneuronas que modulan las motoneuronas
(11,12). Ademas, en el caso concreto de las ratas (Rattus spp.) las fibras son

considerablemente menores en tamafio y menos abundantes comparadas con las del tracto

Figura 3: Comparacion en la conectividad motora espinal de humanos y ratas. Violeta: Tracto Corticoespinal,
verde: interneurona, azul: motoneurona.

corticoespinal humano (Figura 3).

Nucleos motores del tronco encefalico

Existen tres estructuras en el tronco encefalico que dan origen a tractos motores: el nacleo
rojo, los ndcleos vestibulares y la formacion reticular (9). Ademas de estos ndcleos, existe
en esta region del cerebro una estructura que origina tractos que modulan la actividad

nerviosa motora: los nicleos del rafe (o rafé, por el término griego para “comisura’).

El ndcleo rojo da origen al tracto rubroespinal, cuyas fibras cruzan al lado opuesto del
cuerpo en la zona del tronco encefélico conocida como area tegmental ventral y descienden

por funiculo lateral de la médula espinal, junto a las fibras del tracto corticoespinal lateral.
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Los axones del tracto rubroespinal terminan en las laminas V y VI de Rexed de las
intumescencias cervicales y lumbares, influyendo sobre las motoneuronas de los musculos
de las extremidades. EIl nucleo rojo, junto con las estructuras de la formacion reticular
pontina y bulbar, presenta una actividad bioeléctrica ritmica durante la locomocion,
actuando como generador central de patron (una estructura nerviosa que emite sefales
siguiendo patrones ciclicos, coordinando con ello de forma auténoma ciertas secuencias de
movimientos) para la marcha. En roedores, el tracto rubroespinal finaliza directamente en la
lamina IX de Rexed y es mas prominente comparacion con primates, humanos incluidos
(10).

Los nucleos vestibulares reciben aferencias del cerebelo, formacién reticular, nucleo
vestibulares y nacleo cuadrigesimo superior. El tracto vestibuloespinal descendiente por el
funiculo ventral medular, formando conexiones con circuitos de la musculatura axial
extensora y flexora, contribuyendo en el control de la postura y el equilibrio. Desde el
coliculo superior desciende el tracto tectoespinal que sinapta con las motoneuronas de los
segmentos medulares cervicales, para controlar los musculos del cuello como parte de los

reflejos visuales (3).

La formacion reticular posee proyecciones tanto ascendentes como descendentes a casi
todas las estructuras del SNC. Las aferencias proceden de cortex sensoriomotor, cerebelo,
ganglios basales, hipotalamo, complejo vestibular, vias sensoriales de receptores
musculares y cutaneos. Las neuronas de proyeccién pontina descienden por el fasciculo
reticuloespinal anterior, activando las motoneuronas extensoras, mientras que las
proyecciones de la porcion bulbar del fasciculo lateral las inhiben. Sus axones terminan en

las laminas 5-9 y participa en el mantenimiento de la postura erguida del equilibrio (1,9).

Por ultimo, los ndcleos del rafe proyectan sus axones, unidos con las proyecciones
ceruleoespinales, regulando la excitabilidad de la ME. Sus axones descienden por la zona

dorsolateral de la ME y finalizan en la zona intermedia y en el hasta ventral de la SG (1).
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Los reflejos espinales

El reflejo espinal miotalamico o de estiramiento tiene como funcion el mantenimiento de la
longitud adecuada de los musculos. En el momento en el que el musculo se estira, los
receptores sensoriales de los husos musculares transmiten la informacion aferente hacia la
médula espinal, donde sinaptan con las motoneuronas, despolarizandolas. La respuesta
eferente por parte de las motoneuronas causa la contraccion refleja del musculo estirado

para que recupere su forma mas acortada.

El reflejo tendinoso evita las variaciones subitas de la tension de los musculos en sus
puntos de insercion durante el movimiento. Esta tension es captada por los receptores
tendinosos de Golgi que generan una doble respuesta: dinamica y estatica. La informacion
se envia a la médula espinal e inhibe las motoneuronas del masculo homoénimo, reduciendo
la tension muscular, e induciendo la contraccion del misculo antagonista. El reflejo de
navaja se produce en una situacién de tension excesiva en un masculo espastico, que

termina por la relajacion subita del mismo.

El reflejo de retirada se puede desencadenar por varios estimulos, pero el mas predominante
es el estimulo doloroso. Las fibras nocioceptivas sinaptan con las interneuronas del asta
dorsal y, a través de varias interneuronas, influyen en las motoneuronas que activan los
musculos flexores e inhiben los extensores, provocando un relejo flexor. Esta activacion es
capaz de activar circuitos contralaterales representando una reaccion refleja de huida con
participacion de todas las extremidades. El reflejo de retirada supone una activacion
elemental espinal que define el patron de locomocion, siendo la base del generador de

patrén central medular.
Circuitos neuronales motores

Los sistemas nerviosos necesitan dedicar una fraccion considerable de su poder
computacional a la tarea de activar los musculos en patrones temporales y espaciales
precisos que impulsan la actividad motora coordinada. Incluso en los animales mas
primitivos, la mas simple de las tareas motoras exige la actividad integrada de un conjunto

diverso de circuitos neuronales (13). En el caso de los animales vertebrados, la
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planificacion del movimiento previo a su ejecucion conlleva el reclutamiento de redes
supraespinales (14). Pero la ejecucion del control motor que determina qué musculos se
activan, su intensidad y temporalidad, se define en los circuitos neuronales ubicados dentro

de la médula espinal (15,16).

El nicleo del sistema motor espinal se conforma por conjuntos de interneuronas locales que
se conectan en redes ordenadas capaces de controlar la actividad de las neuronas motoras
espinales. Estas redes se denominan centros generadores de patrones (CGP) y poseen un
alto grado de autonomia en la produccién de sefiales (17,18). Dichos circuitos espinales se
establecen durante la embriogénesis y su desarrollo y maduracion permiten el refinamiento
de la actividad (19). Las vias de retroalimentacion sensorial que informan sobre el estado
de la actividad muscular también tienen un papel critico en el refinamiento del patron de
produccién motora en cada ciclo de movimiento, permitiendo que la red central de CGP se

adapte a los cambios ambientales durante la ejecucion de la tarea (14,20).

El CGP espinal de la locomocion en cuadripedos es una red distribuida con centros en los
niveles cervical y lumbar que controlan las extremidades anteriores y posteriores,
respectivamente (21). EI CGP de las patas traseras se ha estudiado extensamente, y los
primeros experimentos en el modelo animal de gato muestran que la médula espinal lumbar
y sacra puede ejecutar un patron normal de actividad de la marcha cuando se aisla del resto
del SNC y de las entradas sensoriales (22). Las regiones mas pequefias de la médula espinal
también pueden generar una actividad motora coordinada. En el gato, los tres segmentos de
L6 a S1 conservan la capacidad de generar un patron "normal™ de actividad motora para los
musculos extensores y flexores del tobillo (22). Esta definido que la red CPG para cada
extremidad comprende multiples mddulos interconectados que controlan el movimiento de

cada articulacion.

Durante las ultimas décadas, el progreso en la investigacion de los principios del control
motor espinal ha permitido el beneficio de una amplia gama de ideas y enfoques, desde la
neurofisiologia hasta la biologia celular que han elucidado la biomecénica del movimiento
de las extremidades asi cémo la descripcion funcional de la conducta motora simulada

(23,24). Especialmente, el interés por los aspectos comparativos del control motor espinal

Olaia Baylo Marin




se extiende a la organizacion de las redes locomotoras que permiten ejecutar programas
motores que se ajustan a las necesidades especializadas de su entorno fisico (25). La
definicién de circuitos que controlan especificamente tareas o gestos que se consideran
estererotipados 0 automaticos permitiria dirigir las futuras terapias que promuevan la

recuperacion estas funciones tras las lesiones medulares.
2 Lesion de médula espinal

La ME estd muy protegida por si importancia, aun asi, puede dafiarse. La lesion de la
médula espinal (LME) consiste en la interrupcion de las vias de informacion ascendentes
y/o descendentes de la ME y la muerte de neuronas y células gliales debido al dafio del
tejido nervioso. Dado que los axones del sistema nervioso central no se regeneran, la lesién
da como resultado una pérdida permanente de comunicacion entre el encéfalo y las
regiones que se encuentran por debajo del lugar de la lesion. Esta interrupcion de la
comunicacion produce pérdida de movimiento, de sensibilidad, déficits autonémicos y/o
dolor. La magnitud final de estas disfunciones se define por el nivel, la gravedad y el tipo
de lesion (26).

2.1 Incidencias y causas

La incidencia de LME varia en todo el mundo. Por lo general, los datos de LME son
reportados por bases de datos provinciales o nacionales. Ademas, estas bases de datos
siguen codigos diferentes que dificultan las generalizacion de los datos entre paises (27).
Entre los paises desarrollados, la incidencia es mayor en América del Norte (39 casos por
millon de personas) que en Australia (16 casos por millon de personas) o Europa occidental
(15 casos por millon de personas)(28). En Espafia, la incidencia de LME es de 16 casos por
millon de personas (29). Aunque la supervivencia de los pacientes con LME ha mejorado
en las ultimas décadas, los pacientes continlan teniendo altas tasas de mortalidad. De
hecho, entre el 4% y el 17% de los pacientes mueren durante la internalizacién hospitalaria.
Tras el alta hospitalaria, el 3,8% de los pacientes fallece en el primer afio y el 1,6% en el

segundo afio (30).
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Para todos los casos de LME, la lesion por dafio mecénico es la mas comun. Los accidentes
automovilisticos son la principal causa de LME traumatica, representando el 39,2% de
todos los casos. Le siguen caidas (26,6%), accidentes deportivos (14,9%), violencia
(11,5%), complicaciones médicas/quirargicas (4,3%) y otras causas restantes (3,5%)
(estadisticas de los EE. UU. De 2005 a 2011) (31). Los impactos de alta energia, como los
accidentes de tréfico y las lesiones relacionadas con el deporte, son mas comunes en las
personas mas jovenes, mientras que los impactos de baja energia, como las caidas, se
producen en las personas mayores (30). Las LME distintas del trauma incluyen tumores,
estenosis espinal, enfermedades inflamatorias, mielopatia por radiacion, enfermedades
vasculares espinales y defectos del tubo neural, entre otros (32).

2.2 Tipos de lesion medular

La clasificacion mas generalizada para la clasificacion de la LME se basa en el nivel
medular dénde se encuentra su Gltimo nivel medular previo la lesién. Ademas del nivel, las
lesiones de la médula espinal se pueden definir en funcién de su gravedad. En el caso de
lesiones completas, hay una desconexién completa de las fibras espinales y, por lo tanto, la
pérdida completa de las funciones sensoriales y motoras por debajo del lugar de la lesion.
En el caso de lesiones incompletas, un porcentaje de fibras preservadas permite la
preservacion de la funcién sensorial y/o motora por debajo del sitio de la lesion (Figura 4)
(26).
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En un intento por desarrollar un sistema universal para clasificar la lesion de la médula
espinal, la Asociacion Estadounidense de Lesiones de la Médula Espinal elabor¢ la Escala
de deterioro de ASIA (AIS)(26). Esta clasificacion se basa en el examen de la funcion

neuroldgica, clasificando a los pacientes desde la letra A hasta la E y es la méas utilizada en

Tronco.
encefalico

Médula
espinal

Vértebra

Cauda
equina

Figura 4: Representacion de la inervacién nerviosa

la actualidad (26).

2.2.1 LME cervicales
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Son el tipo de lesion mas grave que provoca tetraplejia. Esta lesion produce la desconexion
total de las cuatro extremidades del cuerpo. Los pacientes con lesion cervical alta (C1-C3)
necesitan asistencia respiratoria y pueden tener problemas para controlar la vejiga, hacer la
digestion incluso controlar el habla. Estos pacientes requeriran asistencia en todas las
actividades de su vida. Sin embargo, los pacientes con lesiones en C4 pueden controlar la
respiracion y la flexion del codo y el musculo deltoides. Los pacientes con lesion cervical
en C5 poseen un grado mas de fortaleza en los musculos flexores del codo. Estos pacientes
pueden utilizar un joystick y pueden empujar manualmente una silla de ruedas, necesitan
ayuda en actividades de su vida diaria, pero tienen cierto grado de autonomia. Los pacientes
con lesiones a nivel de C6 tienen control sobre la extensidn de la mufieca y sobre el agarre
manual. Estos pacientes suelen ser independientes en su cuidado personal, nutricion e
higiene. Las lesiones que afectan el nivel C7 preservan también la extensién del codo y las
del nivel C8, adicionalmente, el control de los musculos flexores de los dedos. Estos
pacientes poseen cierto grado de independencia en actividades de la vida diaria, incluso
manejar sillas de ruedas, pero necesitan asistencia en la mayoria de actividades diarias (33).

2.2.2 LME torécicas

Las lesiones a este nivel producen paraplejia, que es la afeccion del tronco y las piernas,
mientras que las funciones de los brazos y las manos suelen quedar preservadas. Estos
pacientes pueden utilizar sillas de ruedas manuales. Es posible que los pacientes con
lesiones toracicas altas (T1-T5) no puedan controlar los musculos abdominales y el
equilibrio del tronco (33). Los pacientes con lesiones toracicas bajas (T6-T12) pueden
controlar el equilibrio del tronco y tener algo de control remanente de los intestinos y la
vejiga (33).

2.2.3 LME lumbosacras

Las lesiones lumbosacras (a partir de L1) resultan en cierta pérdida de funcién en las
caderas y piernas. Los pacientes pueden deambular con dispositivos para caminar con las
piernas en distancias cortas. Pueden ser independientes en el cuidado del intestino y la

vejiga (33).
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2.3 Eventos bioldgicos tras la LME

En 1911, Allen fue el primero en proporcionar una descripcion exhaustiva de los cambios
posteriores a la LME (34). Inform6 de un ablandamiento progresivo de la materia gris,
incluso a 2 cm del area de impacto, en animales con lesion de la médula espinal. Esta
pérdida progresiva de tejido neural dias después de la lesion se conoce ahora como dafio

secundario y se separa del dafio primario causado por el trauma en si.

2.3.1 Lesion primaria

La lesion primaria sucede unos segundos después del traumatismo. Se produce una
hemorragia inmediata y la interrupcion del riego sanguineo en el lugar de la lesion. Este
evento conduce a la muerte celular, isquemia, edema, alteracion de la homeostasis ionica,
acumulacién de neurotransmisores y alteraciones de la membrana plasmatica, que se limita
al area de la lesion (35). La interrupcion de los potenciales ionicos limita la generacion de
potenciales de accion eliminando toda la funcion espinal y los reflejos durante un tiempo
determinado. Este evento se denomina el choque espinal (36). Este dafio inicia una cascada

de lesiones secundarias que causa mas dafio permanente y disfuncion neuroldgica.

La lesion primaria es inesperada e inmediata. Por tanto, la ventana terapéutica en la fase
primaria de la lesion es muy limitada y, en consecuencia, inaccesible para una intervencion
especializada (35). Por estas razones, aunque tanto las lesiones primarias como las
secundarias estan involucradas en la disfuncién neuroldgica posterior a la LME, la mayor
parte de la investigacion se ha centrado en comprender la fisiopatologia del dafio

secundario.

2.3.2 Lesion secundaria

A diferencia de la lesion primaria, la lesién secundaria no se limita al area de la lesidn si no
que afecta al tejido colindante aumentando el tamafio de la lesion original (35). Comienza
minutos después del traumatismo y perdura desde semanas a meses. La lesion secundaria

se divide temporalmente en las fases aguda (dentro de las 48 horas), subaguda (2-14 dias),
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intermedia (14 dias-6 meses) y cronica (mas de 6 meses). Algunos de estos eventos son la
extension de procesos del dafio primario, pero también los nuevos descritos a continuacion.
Los eventos de la lesion secundaria estan constituidos por la excitotoxicidad por glutamato
(37), la peroxidacion lipidica (38), los trastornos vasculares locales (39), la ruptura de la
barrera entre la sangre y la médula espinal (40,41), la muerte celular (42,43), la
desmielinizacion de los axones preservados (35), la formacion de la cicatriz glial (44) y la
neuroinflamacion (45,46)
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Figura 5: Esquema del escenario patologico después de una lesion medular.

3 Afectacion de la extremidad superior

Maés de 2,5 millones de personas padecen una lesion cronica de la médula espinal con mas
de 130.000 nuevos individuos afectados cada afio en todo el mundo (47). El impacto social
y personal de las LME es significativo, debido en gran parte a la edad maxima de
incidencia de 30 afios 0 menos (48). Las encuestas de sujetos tetrapléjicos con LME han
revelado que recuperar la funcion de la extremidad superior y de la mano se clasific6 como
la més importante (49), ya que incluso la restauracion parcial de la funcion perdida de la
extremidad superior mejorara en gran medida la calidad de vida. Si bien los agentes
farmacoldgicos (50,51), el entrenamiento motor (52) y la estimulacion epidural de la

médula espinal (53) han mostrado resultados prometedores para la restauracion de la
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locomocion en el entorno de laboratorio, su potencial para la restauracion funcional de las

extremidades superiores en humanos esta bajo investigacion activa.

3.1 Modelos de lesion medular cervical en roedores

En el momento de seleccionar el modelo de lesion que se quiere implementar, se deben
tener en cuenta varios factores, entre ellos es el tipo de lesion (seccidén, compresion o

contusion), la ubicacion de la lesion (segmento cervical y regidén neuroldgica dentro del

nivel) y la intensidad o severidad de la lesion. Para definir estos pardmetros es necesario

que la pregunta experimental y la metodologia de medicién de los resultados determine el
modelo. Los tipos de lesion medular en humanos sirven de guia para definir los modelos
experimentales que tratan de simular la patologia de las lesiones medulares, para poder
estudiarlas. Debe tenerse en cuenta el tipo de enfoque experimental (fisioldgico,
neuroprotector o neuroregenerativo), el tipo de analisis (anatomico/conductual), el aspecto
traslacional y la potencia esperada del tratamiento, mas alla de la recuperacidn espontanea y

sin llegar al efecto techo (54).

3.1.1 Contusion

Los modelos de contusién son los mas estudiados ya que mimetizan el mismo tipo de lesion
que las LME mas comunes en los accidentes, que son las producidas por una compresién de
la médula por parte de las vértebras de forma aguda (29). Este modelo inflige una fuerza
transitoria y aguda a la médula espinal mediante un dispositivo de caida de peso, émbolo
impactador o pistola de aire. Para este modelo, la medula espinal debe exponerse
previamente mediante laminectomia quirdrgica. EI modelo de contusién por caida de peso
fue el primero desarrollado en 1911 y se basé en una masa definida que cae en la médula
espinal desde una altura precisa (34). Este modelo ha quedado obsoleto tras observar un
efecto de rebote del péndulo que causaba mas de una contusion en la misma zona. En la
actualidad, el dispositivo Infinite Horizon Impactador (IH) es el méas reclamado y

estandarizado ya que permite una monitorizacion de la fuerza real, la velocidad de impacto
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y el desplazamiento del émbolo en la médula espinal, que inflige una Unica contusion y

solucionando el problema del péndulo que rebota (55,56).

3.1.2 Compresion

Los modelos de compresion provocan una compactacion prolongada de la médula espinal
durante un tiempo determinado. Algunos de estos son modelos de contusién-compresion,
ya que implican una contusion aguda seguida de una compresion persistente. La
compresion se puede producir a traves de un clip, pinzas calibradas, balon o émbolo. En el
caso del globo, por ejemplo, se inserta un catéter con un pequefio globo inflable en el
espacio epidural o subdural. La lesion esta controlada por el volumen de inflacion. Aunque
este modelo es menos costoso, los pardmetros son mas dificiles de monitorear (56,57). Sin
embargo, el dispositivo de IH permite mantener el émbolo contusionador durante un tiempo
determinado generando este modelo de contusion-compresion de una forma mas

monitorizada (58).

3.1.3 Isquemia/ Hipoxia

En modelos animales in vivo, la lesion isquemia / hipoxia se induce mediante la restriccion
compresiva (habitualmente mediante forceps o pinzamiento aértico cruzado) de los vasos
sanguineos que conectan la médula espinal durante periodos de tiempo prolongados,
seguido de periodos de reperfusion. La lesidn inducida por hipoxia / isquemia se caracteriza
por cambios en la sefializacion glial-axonal y una mayor actividad de los canales de calcio
con una acumulacion excesiva de calcio intracelular en los tractos de sustancia blanca de la

columna dorsal de la médula espinal (43).

3.1.4 Distraccion

Los modelos de distraccion implican un estiramiento controlado del cordon espinal
destinado a simular las fuerzas de tension experimentadas en la LME. Se han investigado
lesiones de este tipo en gatos, perros, monos Yy cerdos. Aunque se han desarrollado algunos
dispositivos, el modelado reproducible de este tipo de lesion esta bajo investigacion activa.

El distractor de Harrington es uno de los mas utilizados (56).
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3.1.5 Dislocacién

Los modelos de dislocacion utilizan un mecanismo de desplazamiento vertebral para
reproducir las dislocaciones de la columna que se ven comunmente en la LME traumatica.
En este modelo, las vigas se unen de forma adyacente a las vértebras. Una de ellas
permanece fijada mientras que la otra se desplaza lateralmente a una distancia determinada.

Este modelo es ventajoso en el sentido de que no se requiere laminectomia quirdrgica (56).

3.1.6 Transeccién

Los modelos de seccién implican un corte de la médula espinal que produce una
desconexidn entre los segmentos caudal y rostral. El corte puede ser total o parcial, ventral
o dorsal o dirigida a uno de los hemisferios. Aungue este tipo de lesién no es muy frecuente
en pacientes, este modelo es altamente reproducible y especialmente util para estudiar la

regeneracion axonal (56).
4 Estrategias terapéuticas para la reparacion de la médula espinal

Las complicaciones terapéuticas de una LME grave se describieron por primera vez en
1700 a. C. en un papiro egipcio traducido por Edwin Smith. Este papiro revela la
frustracion que provoca la LME y la describe como una “enfermedad que no debe tratarse”
(59). Hoy en dia, el tratamiento de la LME incluye diferentes terapias para restaurar, total o
parcialmente, la funcion perdida. Las terapias utilizadas para la reparacion de la médula tras
la lesion suelen presentarse de forma combinada entre ellas y acompafiadas por un
programa de rehabilitacion de los miembros afectados. De hecho, las personas con LME
inscritas en programas intensivos de rehabilitacion fisica recuperan cierto grado de
funciones neuroldgicas y hasta la fecha es la unica intervencion aplicada sisteméaticamente
(60).
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4.1 Procedimentales

Las estrategias procedimentales incluyen varias intervenciones que se pueden aplicar
después del diagnostico y que tienen como objetivo evitar complicaciones que puedan
agravar la lesion. Algunas de estas estrategias son la descompresion de la médula por parte
de las vértebras (61), el drenaje de liquido cefalorraquideo o la hipotermia. El drenaje de
liquido cefalorraquideo evita la compresion del tejido nervioso debido a alteraciones
vasculares (62). La hipotermia (33 ° C) disminuye la tasa metabdlica basal después de la
LME, lo que proporciona un efecto antiinflamatorio y mejora la recuperacion de los

resultados funcionales en ratas (63).

4.2 Farmacoldgicas

Las estrategias farmacoldgicas se basan en el uso de farmacos para modular algunos
procedimientos del dafio secundario y pueden llevarse a cabo desde que el paciente ingresa
en el hospital. Existen farmacos dirigidos a la neuroproteccion y otros a la
neurorregeneracion. Las terapias farmacoldgicas neuroprotectoras tienen como objetivo
disminuir el dafio producido por la lesion secundaria, enfocandose en los mecanismos
moleculares que desencadenan la lesion. Algunos farmacos neuroprotectores son la
metilprednisolona y naloxona, con accion inmunomoduladora y anti-inflamatoria, o la
administracion de MK801 y gaciclidina, bloqueantes de los receptores de NMDA; mejoran
la preservacion de tejido espinal y reduce la pérdida secundaria de neuronas y glia en
modelos experimentales de LME (64). Sin embargo, el uso clinico de estos farmacos no ha
demostrado efectos significativos, con la excepcién de la metilprednisolona, hasta ahora el
unico farmaco recomendado para LME. Recientemente, varios estudios han descrito una
serie de nuevos farmacos con propiedades neuroprotectoras en modelos experimentales,
aunque ninguno ha llegado, de momento, al uso en la préactica clinica. Por ejemplo, el uso
de miociclina después de la LME ha demostrado mejorar la recuperacién funcional,
probablemente a través de la reduccién de la apoptosis de oligodendrocitos y la inflamacion
local (65). El Riluzole ha mostrado un efecto beneficioso mediante la reduccion de la

excitotoxicidad y la muerte celular (51). A pesar de que se estan probando varios
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compuestos en ensayos clinicos, actualmente no existe un farmaco eficaz para tratar la
LME aguda y crdnica. Por otra parte, las terapias farmacoldgicas regeneradoras postulan
que el fallo en la regeneracion de los axones del SNC es debido, en parte, a la insuficiente
expresion de factores neurotroficos después de la lesién. Se han desarrollado una gran
variedad de estudios que demuestran como la aplicacion de uno o varios de estos factores,
como el FGF, NGF, EGF, BDNF, GDNF, VEGF, PDGF, NT3 y NT4/5, incrementa la
supervivencia de neuronas y estimula el crecimiento axonal, tanto de las vias motoras como
de las sensoriales (66). Sin embargo, la aplicacion local de factores de crecimiento dificulta
el crecimiento de los axones de manera dirigida, limitando su extension. Es por ello por lo
que las terapias enfocadas a reducir el ambiente inhibidor de la regeneracion han tomado
gran relevancia en la investigacion preclinica. La administracion local de condroitinasa
ABC, que hidroliza los CSPG inhibidores presentes en la cicatriz glial, promueve la
regeneracion axonal y permite una mejora funcional después de su aplicacion en lesiones
de médula espinal (67,68). Por otro lado, respecto a los factores inhibidores asociados a la
mielina, varios estudios han mostrado que la aplicacion de IN-1, un anticuerpo que bloquea
la actividad de Nogo, permite la regeneracién de axones motores mejorando la funcidn

motora en modelos de lesion medular (69).

4.3 Celulares

La pérdida extensa del tejido dafiado tras la LME no puede ser reemplazada por
mecanismos endogenos. Por ello, la investigacion basica ha progresado significativamente
en las terapias de insercion de distintos tipos celulares. Asi, los objetivos principales para el
trasplante celular son: modificar el ambiente de la lesion, modulando los procesos del dafio
secundario, rellenar una cavidad y crear un puente entre el tejido preservado, reemplazar las
células muertas, ya sean neuronas u oligodendrocitos, y crear un ambiente favorable para la
regeneracion axonal. Otro punto de interés es la posibilidad de utilizar diferentes tipos de
células como fuente de factores tréficos, ya sea por su produccion intrinseca o por
modificacion genética de las células trasplantadas. De esta manera, el uso de células como
vehiculo de agentes farmacologicos evitaria algunas limitaciones como la administracion

repetida de estos factores. Las més utilizadas en la fase preclinica para el tratamiento de la
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LME son las células madre neurales o precursoras (70,71), las células madre
mesenquimales, las células precursoras de oligodendrocitos, las células envolventes
olfatorias y las células de Schwann (30).

Las terapias celulares que han llegado a la mayoria (63%) de los ensayos clinicos para la
lesion de la médula espinal, han utilizado células derivadas de fuentes autologas que
eliminan la necesidad de utilizar inmunosupresores, mientras que el 27% ha utilizado
células alogénicas (72). La mayoria de los ensayos permanecen en curso, aunque el mayor
numero de ensayos se ha completado con células madre mesenquimales (72). El uso de la
ingenieria tisular para la LME esta empezando a tener un papel importante a medida que se
amplia la tecnologia. Las matrices o scaffols desarrolladas para la LME hasta el momento,
consisten matrices sintéticas que se injertan para proteger los axones remanentes y
promover la maduracion tisular, pero a su vez tratan de crear un sustrato por el cual puedan
regenerar los axones de forma mas dirigida y eficiente, o para permitir la diferenciacion

celular mediante de celulas madre (73,74).

4.4 Promotoras de la funcion del tejido preservado

Este tipo de terapias tiene como objetivo remodelar ampliamente la conectividad residual
después de la LME. Existen muchos enfoques experimentales encauzados a promover la
funcion perdida mediante la modulacién del tejido preservado.

Teniendo en cuenta los eventos fisiopatologicos de la LME crénica, se han desarrollado
neuromodulaciones farmacologicas con la finalidad de refinar la neuroplasticidad,
disminuir el dolor, controlar la funcién neurolégica y reducir las complicaciones
maladaptativas. Los objetivos del control de la actividad neuronal consisten en la
modulacion de los neurotransmisores monoaminicos en las vias descendentes
serotoninérgicas, dopaminérgicas y noradrenérgicas (64). La neuromodulacion a través de
dispositivos eléctricos que mimetizan el impulso neuronal, implica la aplicacion de
estimulacion eléctrica que regula la actividad neuronal enfocada en el encéfalo o en la
médula espinal. Recientemente se ha demostrado que la estimulacion eléctrica mediante

electrodos, implantados quirargicamente en la médula espinal, permite el control voluntario
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de la marcha en personas con LME incluso afios después de la lesion (75). Esta tecnologia
ya se ha empezado a utilizar en la zona cervical para recuperar el control de las
extremidades superiores (53).

Las protesis neuromecanicas, exoesqueletos o interfaces neuronales (brain-machine
interfaces) son dispositivos de asistencia y rehabilitacion que interactian con el sistema
sensoriomotor. Las prétesis neuromecanicas pueden compensar la pérdida de
retroalimentacion aferente al redirigir y aumentar la informacién sensorial. A su vez,
proporcionan un soporte eléctrico y mecanico acorde con las capacidades musculares de la
persona y consistente con las vias neurales todavia intactas (64).

Por otra parte, la rehabilitacion fisica intensiva desencadena mecanismos de plasticidad
dependientes de actividad o activity-dependent plasticity que reorganizan la circuiteria
dafiada para recuperar los movimientos afectados por la lesion (76). Los estudios que
evallan los efectos del entrenamiento en la funcién de las extremidades superiores o de la
mano después de una lesién de la médula espinal cervical son escasos y los resultados son
diversos (77). Sin embargo, es la estrategia que siempre se utiliza después de una lesion
medular. Identificar el valor y la eficacia de estas intervenciones puede ayudar a los
médicos y al disefio de ensayos clinicos futuros, aunque hay pocos estudios existentes. Por
lo tanto, el objetivo de esta tesis se centra en evidenciar la efectividad del entrenamiento
dirigido a promover la recuperacion de la funcion de la extremidad superior, concretamente

de la mano a partir de experimentos en roedores con lesion de la médula espinal cervical.

5 Rehabilitacion

5.1 Como la rehabilitacion promueve la recuperacion

En la década de 1940, Guttman introdujo el deporte y el ejercicio como actividades
obligatorias para sus pacientes con LME.

Después de una lesion neurologica, se puede sobreponer la funcion perdida como
consecuencia de una recuperacion de la funcién o de una compensacién. En el momento en
el que se recupera la funcion perdida, se restaura la estrategia del movimiento original

disponible previo a la lesion. Si se produce una compensacion, la recuperacion esta
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promovida por patrones y estrategias de movimiento alternativos, siendo el resultado del
aprendizaje de un proceso motor nuevo. Por ello, las pruebas deben llevarse a cabo con
cuidado para delinear los mecanismos compensatorios de la verdadera recuperacion. Por
ejemplo, durante la recuperacion de la funcion de las extremidades superiores inducida por
el entrenamiento de R&G, las ratas pueden desarrollar movimientos compensatorios como
arrastrar el pellet (scooping) en lugar de un agarre de precisién (67,78). Pero tanto la
recuperacion de la funcion original como la compensacion requieren de la reestructuracion
del sistema nervioso o neuroplasticidad. Varios mecanismos celulares se ven inducidos a
través de la actividad y/o el entrenamiento, los cuales contribuyen a la plasticidad neuronal
que promueve tanto el desarrollo, el aprendizaje como la recuperacion después de la LME.
Se ha observado como el entrenamiento puede prevenir la atrofia muscular (79), regular de
forma positiva factores tréficos celulares, como por ejemplo el factor neurotrofico derivado
del cerebro (BDNF) (80,81) y aumentar tanto los niveles de calcio intracelular como los de
adenosin monofosfato cicliclo (¢CAMP), que contribuyen a la capacidad de crecimiento
neuronal (82,83). Esta reorganizacion celular se lleva a cabo con los mecanismos y recursos
intrinsecos disponibles para producir cambios en la funcionalidad neuronal asi como en la
conectividad (84). La remielinizacién de los axones preservados después de la actividad es
otro proceso que ayuda a restablecer la transmisién neuronal promoviendo la recuperacion
funcional (89,90).

También se debe tener en cuenta que, durante las semanas posteriores a la lesion, existe una
recuperacion espontanea debido al movimiento vinculado a la vida diaria. Por lo que el
entrenamiento podria potenciar esta recuperacion espontanea observada en ausencia de
intervenciones terapéuticas. Ademas, la neuroplasticidad que se produce por la actividad no
solo promueve la recuperacién funcional, sino que puede paliar los cambios maladaptativos
como la espasticidad (86), la disreflexia (87) o el dolor neuropatico (88).

La neuroplasticidad que sucede despues de la LME ayuda a promover la recuperacion
funcional, pero dependiendo de la gravedad de la lesion, puede resultar insuficiente.

Para ser efectivos, estos cambios adaptativos deben estar orquestados con el fin de
establecer conexiones significativas. Por lo que el momento y la ubicacion de la actividad
neuronal durante los periodos de mayor plasticidad (como después de la lesién)

determinaran los tipos de cambios que se produzcan, asi como su localizacion. De esta
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manera, los cambios neuronales que de forma eficientes reconecten los circuitos, seran
estabilizados (89).

5.2 Ejercicio especifico de la tarea (Task-specific)

El entrenamiento para tareas especificas se esfuerza por recuperar la funcion motora por la
repeticion de un movimiento particular con o sin carga cardiovascular. Este tipo debe
distinguirse de otras formas de rehabilitacion, como el entrenamiento de fuerza (que se
enfoca principalmente en la funcion muscular (90) ) y el entrenamiento con ejercicios con
carga cardiovascular (91). La diferencia entre el ejercicio y el entrenamiento especifico
para tareas no esta bien definida. Normalmente el ejercicio es una parte integral del
entrenamiento y el entrenamiento ocurre durante el ejercicio (por ejemplo, correr), y tanto
el ejercicio como el entrenamiento probablemente comparten beneficios y mecanismos
superpuestos; sin embargo, difieren en su implementacion y estan disefiados para lograr
diferentes objetivos. La bibliografia de la LME experimental muestra que la repeticion
estructurada de una tarea concreta puede mejorar el resultado neurol6gico y promover la
plasticidad neural (92). Sin embargo, en los humanos, la simple repeticion de un
movimiento no siempre es suficiente para mediar la recuperacion, necesitando un desafio
cognitivo (por ejemplo, aprender una nueva habilidad) para mejorar la funcion (77). El
papel de la motivacién en la LME preclinica es menos claro y desafiante de discernir. Por
el contrario, algunos enfoques, como el ambiente enriquecido, mejoran el bienestar de los
animales, por lo que aumentan la actividad y proporcionan un uso intensivo de una funcién
seleccionada de una manera méas general (93). Ambas metodologias tienen sus ventajas y
desventajas. Si bien el entrenamiento para tareas especificas esta orientado a objetivos e
induce la recuperacion en la tarea entrenada especifica, es laborioso y los animales
necesitan estar motivados. La combinacion de ambas técnicas es posible, pero se producen
competitividad e interacciones entre tareas (94). Por lo tanto, al interpretar los resultados de
experimentos con animales que han recibido entrenamiento, es importante considerar que la
mejora del desempefio en una tarea motora podria atribuirse al componente de

entrenamiento, al componente de ejercicio 0 a una interaccion de ambos factores.
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5.3 Métodos de rehabilitacion

5.3.1 Entrenamiento de las patas traseras

El entrenamiento de rehabilitacion para la funcién locomotora se ha centrado en modelos
animales de LME torécica. Estas técnicas tratan de promover el movimiento repetitivo de
las patas traseras en una tarea especifica, como caminar en cinta rodante, correr sobre una
rueda, andar en bicicleta, caminar sobre el suelo o nadar.

El entrenamiento en cinta rodante es una de las estrategias mas utilizados para rehabilitar la
funcién locomotora tras la LME tanto en entornos preclinicos (95) como clinicos (96). Esta
base de rehabilitacion se basa en el descubrimiento de que gatos espinalizados podian ser
entrenados en una cinta rodante para recuperar el paso de las patas traseras promoviendo la
plasticidad del CGP del circuito espinal (97).

Una estrategia alternativa que promueve la recuperacion de la locomocion en roedores, son
las ruedas de entrenamiento que se instalan en las propias jaulas de hogar. La actividad se
puede monitorizar facilmente y la intensidad se puede regular modulando la resistencia de
las ruedas, aunque por razones éticas no es recomendable alojar a los individuos de forma
individual, dificultando la monitorizacion de la cantidad de entrenamiento (98).

Otra posibilidad para entrenar potencialmente el circuito locomotor de roedores con LME
es el entrenamiento en bicicleta, donde los pies estdn montados sobre pedales, que se
mueven mecanicamente (99). El hecho de que el movimiento de ciclismo ritmico solo se
ejecute con las extremidades posteriores, permite aislar el entrenamiento de las
extremidades anteriores y no se requiere control motor residual. Por tanto, estos
movimientos orquestados proporcionan retroalimentacion sensorial a los CGP que inducen

la reorganizacion cortical y mejoran la funcion perdida (100).

La natacion proporciona otro enfoque para entrenar la funcién locomotora, donde los
animales se colocan en un tanque de agua para fomentar el uso de las patas traseras
(100,101).
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5.3.2 Entrenamiento de las patas delanteras

La mayoria de los trastornos del sistema nervioso conllevan déficits en el uso de los
miembros superiores. La calidad de vida de los pacientes que sufren alteraciones en el
sistema nervioso se ve disminuida al quedar afectadas tareas como alcanzar, agarrar y
manipular un objeto. El deseo de recuperar esta funcion es de gran importancia para las
personas que han sufrido una lesion medular (49). Estos factores hacen que el analisis
comportamental de las extremidades anteriores sea una medida de resultado popular en la
LME experimental. Existen varios modelos comportamentales que permiten la evaluacion
del control motor de las extremidades superiores analizando diversos comportamientos en
los roedores. Los comportamientos mas estudiados son el analisis de del movimiento de
limpieza o grooming (102,103), la manipulacion de cereales definida por Irvine, Beattties
& Bresnahan (IBB) (104), el test de la pata preferente en un cilindro (103,105,106), la
manipulacion de pasta de Vermicelli y Capellini (107) o el movimiento de alcanzar y
agarrar una pieza de comida (108). Sin embargo, el comportamiento mas complicado, pero
mas informativo y especifico que analiza el control motor fino de las extremidades
superiores, es la tarea de alcanzar y agarrar (Reaching&Grasping). Este modelo preclinico
resulta muy util para investigar las patologias del sistema motor humano y definir posibles
terapias (109).

Alcanzar y agarrar o Reaching & Grasping (R&G)

La tarea de R&G consiste en que el animal extienda una de sus extremidades delanteras
hacia una pieza de alimento, la agarre y se la lleve a la boca para comérsela. Este
movimiento se encuentra evolutivamente conservado en muchos vertebrados y su ejecucion
estereotipada evoca la idea de un control motor automatizado. Se encuentra muy
desarrollado en animales de experimentacion neurobioldgica como roedores y primates no
humanos. De esta forma, R&G se ha convertido en un comportamiento muy Util para

estudiar el sistema motor y entender las enfermedades neurobioldgicas en humanos (110).
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Se han desarrollado varios modelos del movimiento de R&G, entre los mas destacables
encontramos la tarea de la escalera de Montoya o Montoya Staircase Task (111) y la tarea
de agarre de un unico pellet o single pellet reaching task (SPRT) (109).

Las funciones de las extremidades superiores, como alcanzar y agarrar, estan controladas en
gran medida por el cerebro y el tronco encefalico en lugar de los circuitos espinales. Como
medida de resultado, se puede evaluar la restauracion de la conectividad entre el encéfalo y
la médula espinal. Pero estas pruebas presentan ciertas limitaciones (54). La primera
limitacidn que se presenta es la localizacion unilateral de la lesion, de forma que uno de los
hemisferios queda mas afectado que el otro. Esta estrategia se debe a que las lesiones
moderadas bilaterales conllevan graves problemas para la supervivencia y bienestar de los
animales. Ademas, al igual que los humanos, los roedores muestran una preferencia por el
uso de una de las dos extremidades superiores, son zurdos o diestros, por lo que debe
identificarse individualmente dicha preferencia antes de considerar las lesiones y el enfoque
de prueba. Las lesiones unilaterales también dificultan las pruebas, ya que las ratas pueden
compensar utilizando la extremidad menos dafiada (112), imposibilitando el seguimiento de
la recuperacion de la funcion si no se fuerza al animal a usar la pata lesionada mediante
inmovilizacion de la no lesionada (113). En ultimo lugar, muchas de las evaluaciones o
tareas de las extremidades superiores requieren un entrenamiento previo a la lesion muy
tedioso, consumiendo mucho tiempo para el experimentador. Sin embargo, sigue siendo un
comportamiento muy complejo, informativo y conservado entre muchos mamiferos, lo que
permite una facilitacion en la traslacion de las investigaciones a humanos. Para reducir la
carga de trabajo, las estrategias recientes de varios laboratorios han sido adaptar la

automatizacion de estas pruebas (114-116).

Traslacion de la investigacion de R&G en LME a humanos

Los gestos del movimiento de R&G, su secuencia, perfiles de velocidad y su topografia son
similares en las dos especies. Los humanos muestran mas supinacion y tiempos de agarre
mas prolongados al alcanzar objetos pequerios en lugar de grandes, que los roedores. Tanto

las ratas como los humanos mueven la extremidad medialmente utilizando la mano para
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apuntar cuando tienen que atravesar una abertura, pero en pruebas de libre alcance, solo las
ratas contintan apuntando con la mano. Los movimientos en humanos se caracterizaron por
una mayor combinacion de componentes de movimiento, mas variabilidad y uso
independiente de los digitos. Se presentan argumentos de que las similitudes y diferencias
en el alcance de ratas y humanos no se explican trivialmente por similitudes de
extremidades y tareas. Las muchas similitudes en los movimientos de las dos especies
proporcionan evidencias de un desarrollo muy similar, por lo que pueden evidenciar a su

vez, estrategias similares para la recuperacion de la funcionalidad (117).

La evolucion de los modelos experimentales de LME en las Gltimas 3 décadas ha sido muy
considerable, pero la posibilidad de traducir estos hallazgos a la poblacion humana sigue
siendo un desafio. Las diferencias entre los modelos de lesiones, la anatomia de las especies
y los objetivos de la evaluacion funcional plantean un conjunto de situaciones inciertas y
dificiles de resolver. Los experimentos para estudiar la recuperacion de la funcion de la
extremidad superior después de una LME en primates no humanos, resolveria el problema
de las diferencias anatomicas, pero presenta las desventajas de que los estudios se limitan a
muy pocos laboratorios ademas de la dificultad de obtener el tamafio de muestra necesario.
Por lo que es preciso el enfoque multidisciplinar de cientificos basicos y clinicos para
proporcionar avances significativos para la comunidad de LME (118).

5.4 Factores que influencian en la eficacia de la rehabilitacion

5.4.1 Autoentrenamiento, efecto techo y testaje excesivo

Después de las LME y dependiendo de su gravedad, se produce un cierto grado de
recuperacion tanto en humanos como en modelos experimentales de LME. Cuando los
animales, después de una LME toracica, intentan repetidamente movimientos o patrones
especificos en su jaula, son capaces de promover la recuperacion parcial de la funcién de
forma espontanea (119). Este hecho supone un reto en el estudio del entrenamiento
rehabilitador centrado en la funcién motora dado que es dificil superar la recuperacion

espontanea conseguida por el autoentrenamiento o autorehabilitacion. Esta mejoria
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promovida unicamente por el movimiento diario en su jaula muchas veces es dificil de
incrementar con una rehabilitacion especifica. Este efecto se conoce como el “efecto techo”
en el que la recuperacion funcional ha alcanzado su mayor punto, el cuél es muy dificil de
incrementar por mas rehabilitacion que se dé (101). Por otra parte, las pruebas para la
funcién entrenada pueden considerarse una sesion de entrenamiento o rehabilitacion.
Cuando las pruebas se realizan con demasiada frecuencia, el efecto acumulativo del
entrenamiento puede mejorar la recuperacion, incluso en animales sin un régimen de
rehabilitacion previsto, subestimando asi el efecto real del entrenamiento para evaluar la
funcién motora. No esta definido si una vez a la semana supone un testeo suficiente para
inducir un efecto rehabilitador, sin embargo, se ha visto como tan solo 3 veces a la semana

podrian ser excesivas (120).

5.4.2 Dosis e intensidad del entrenamiento

La recuperacion motora después de la LME se asocia a la cantidad de entrenamiento de
rehabilitacién (n° de repeticiones de la tarea durante una sesion) y a su intensidad (n° de
repeticiones por unidad de tiempo) (121,122). Se ha observado que una cantidad baja de
entrenamiento de rehabilitacion en la tarea de R&G después de una lesion por transeccion
parcial da como resultado la recuperacion motora (82). Sin embargo, comenzar el mismo
entrenamiento meses después de la lesién solo muestra beneficios en la recuperacion del
R&G si se aumenta la intensidad de 3 a 4 veces (78). Estos eventos pueden reflejar la
importancia de aumentar la intensidad del entrenamiento para promover la plasticidad. Sin
embargo, aumentar el nimero de repeticiones por unidad de tiempo también podria ser
perjudicial; las sesiones prolongadas de entrenamiento de R&G de alta intensidad (horas)
en ratas pueden causar patologias 0seas (123) y trastornos musculoesqueléticos asociados a
la repeticion excesiva del movimiento (124). Por lo tanto, es necesario determinar la
intensidad y duracion del entrenamiento para maximizar la recuperacién y evitar los efectos
secundarios. En este sentido, la comparacion de estudios preclinicos que incorporan
entrenamiento se enfrenta a un problema: la falta de informes de intensidad del
entrenamiento. Los estudios que mostraron la recuperacion inducida por el movimiento de

R&G en su entrenamiento después de una LME cervical no informan el ndmero de
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repeticiones por sesion, solamente de la duracion de la sesion (119,125,126). Esta escasez
de informes hace que sea dificil determinar la influencia de la dosis y la intensidad de la
rehabilitacion, por lo que seria de gran ayuda que los investigadores midan y describan los

detalles del entrenamiento al publicar sus hallazgos.

5.4.3 Motivacion

Los animales, como los humanos, cuando se exponen a una tarea dificil después de una
LME pueden frustrarse por el fracaso en la tarea y/o perder la motivacion con el tiempo.
Para mantener el interés de los animales en la tarea de adiestramiento, a veces se requiere
cierta aplicacion o refuerzo. Algunas de las técnicas para fomentar el mantenimiento de la
motivacion en el entrenamiento son el uso de descargas eléctricas incémodas, pero
indoloras, para mantener a los animales caminando en una cinta rodante (127), restringir la
cantidad de alimento en la jaula horas antes de una tarea basada en recompensas de
alimentos como el R&G (78), o simplemente premiar el éxito de una tarea con una sabrosa
recompensa (128). Por méas que sea necesario motivar a los animales a entrenar, la forma en
que se logre la motivacion puede afectar el éxito y al resultado del entrenamiento. La
restriccion de alimento para alentar el alcance de los pellets aumenta el nimero de alcances
realizados por sesion, pero si los animales tienen demasiada hambre, pueden mostrar un
comportamiento similar a la ansiedad, repitiendo la tarea con entusiasmo sin concentrarse
y, en ultima instancia, reduciendo el éxito. Por otro lado, alimentar con granulos de
sacarosa para motivar el movimiento puede resultar en una alta ingesta de azucar que, por si
sola, puede tener efectos secundarios. Otras técnicas de refuerzo pueden interferir
directamente con el aprendizaje de la tarea de entrenamiento. Por lo tanto, la forma en la
que se motiva el entrenamiento puede tener serias implicaciones y deberia ser considerado

cuidadosamente al interpretar o comparar los resultados.

5.4.4 Recuperacion o compensacion en estudios longitudinales

Los analisis cuantitativos, como la tasa de éxito en la prueba de R&G (numero de pellets
ingeridos con éxito en proporcién del numero de intentos) permiten relacionar el

entrenamiento con la recuperacion. Sin embargo, se desconoce si esta recuperacion se
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produce por mecanismos compensatorios o restaurativos. Por lo tanto, se justifica la adicion
de medidas cualitativas, como el andlisis cinematico y de patrones de movimiento que
pueden informar sobre la naturaleza del éxito (108,129). Ademaés, las pequefias
modificaciones de la tarea entrenada disefiada para evitar el uso de estrategias
compensatorias pueden ser utiles para cuantificar la influencia de la compensacion en la
funcion recuperada. Por ejemplo, la introduccion de un espacio entre la plataforma que
sostiene el pellet y la caja suele reducir el movimiento compensatorio de scooping (78).
Otra consideracion importante es estudiar como evoluciona la recuperacion funcional a lo
largo del tiempo. Medir los resultados de la recuperacion en un solo momento,
normalmente al final del periodo experimental, podria no representar el beneficio completo
del entrenamiento. Los estudios a largo plazo, en los que los resultados se miden durante un
periodo de tiempo, aumentan nuestro conocimiento de los efectos del entrenamiento. El
nimero de momentos en los que se toman las medidas de resultado y el cronograma de
estas pueden afectar nuestra interpretacion de la dindmica temporal de la recuperacion. Si
hay demasiado tiempo entre las medidas, la resolucion temporal es baja, 1o que resulta en
una pérdida de informacion. Por otro lado, medir la recuperacion con demasiada frecuencia
€S engorroso, requiere mucho tiempo y puede introducir un fenémeno de prueba excesivo.
En conjunto, la combinacién de medidas cuantitativas y cualitativas en estudios
longitudinales mejorara nuestra comprensién sobre cuanta recuperacion se logra, como

ocurrio la recuperacion y su dinamica temporal.
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HIPOTESIS

Los pardmetros fundamentales para cualquier régimen de rehabilitacion son el inicio, la
intensidad, la frecuencia y la duracién del entrenamiento (130). Sin embargo, aun existe
muy poco consenso sobre cudl es el rango Optimo para algunas de estas variables para
promover la recuperacién funcional después de lesiones o enfermedades del sistema
nervioso, con la complejidad adicional de elegir la naturaleza de la tarea a entrenar (131).
Tampoco es trivial definir cuéles son las medidas de la conducta que determinan si la
rehabilitacién ha promovido con éxito la recuperacion. En las lesiones de médula espinal,
por ejemplo, la recuperacion de la locomocion se puede clasificar mediante la puntuacion
de mejoras graduales de los movimientos de las extremidades anteriores y posteriores, que
van desde arrastrar las extremidades hasta usarlas con precision para dar pasos coordinados,
con apoyo adecuado del peso corporal (132). Por el contrario, para actividades menos
automatizadas de las extremidades anteriores, como es el rendimiento de alcanzar y agarrar
(R&G), se suele hacer una distincion dicotomica entre intentos exitosos y fallidos, en
funcion de la capacidad del animal para coger un pellet y soltarlo en la boca. Sin embargo,
en los intentos fallidos, la incapacidad de levantar y extender la pata no es equivalente a la
incapacidad de retraer y soltar el pellet agarrado en la boca, a pesar de que ambos
fracasaron. Es imperativo identificar las limitaciones de recuperacion del movimiento que
cualquier intervencién puede lograr, incluida la rehabilitacion, para asi disefiar
intervenciones complementarias que cumplan o superen estas limitaciones. Ademas,
todavia no existe una clarificacion acerca del grado de especificidad que debe tener una
tarea rehabilitadora para recuperar una funcién concreta que haya creado su propio circuito.
En la presente tesis se plantea la hipotesis de que, después de una contusion en la medula
espinal cervical, los animales que reciben una rehabilitacion especifica diaria de R&G
mejoraran con el tiempo sus habilidades para usar su extremidad afectada para alcanzar y
agarrar pellets individuales. Ademas, planteamos que la actividad de rehabilitacion debe ser

lo suficientemente motivadora para mantener la intensidad i el interés en la misma.
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OBJETIVOS

Los experimentos disefiados intentan responder a la pregunta de cudl es la mejor estrategia
para rehabilitar la funcion de R&G de un animal después de una LME. Por ello, el objetivo
general es evaluar la recuperacion de la capacidad de R&G en animales adscritos a

diferentes paradigmas rehabilitadores que incluyen el uso de la pata delantera.

Para ello, se definieron los objetivos especificos:

Objetivo 1.A.1. Comparacion de los déficits en la destreza manual producidos por
contusiones en el funiculo central o lateral cervical con diferentes severidades en ratas.
Objetivo 1.A.2. Identificar la regidn del segmento cervical afectado por la lesion que
reduce la destreza manual.

Objetivo 1.B.1: Establecer un modelo de evaluacién comportamental, para evaluar tanto
los éxitos como los fracasos de los animales para agarrar pellets con la mano, antes y
después de una lesion.

Objetivo 1.B.2: Evaluacion de la rehabilitacion de las extremidades delanteras en la
recuperacion de la destreza manual tras una lesion en el segmento C5 medular

Objetivo 1.B.3: Evaluacidn la extension del dafio tisular tras una contusion moderada en la
meédula espinal.

Objetivo 1.B.4: Evaluacién de la integridad del tracto corticoespinal en el segmento
cervical tras una lesion medular.

Objetivo 2.A.1 Identificar la intensidad optima de una contusion medular cervical que
afecte al control motor fino

Objetivo 2.B.1 Evaluar durante 3 meses postoperatorios los efectos de una rehabilitacién
especifica de las extremidades superiores después de una Ime.

Objetivo 3 Implementar y caracterizar tres modelos de rehabilitacion de la funcion manual

tras la lesion medular, y comparar después sus efectos en la recuperacion de la tarea de
R&G.
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MATERIALES Y METODOS

1 Aprobaciones

Los protocolos experimentales se adhirieron a las recomendaciones de la Union Europea.
Todos los experimentos descritos en este manuscrito fueron aprobados por el Comité de
Etica en Experimentacion Animal y Humana de la Universidad Auténoma de Barcelona
(CEEAH: 4057) y siguieron la Directiva 2010/63 / EU del Consejo de las Comunidades
Europeas. Los métodos de cada procedimiento se llevaron a cabo siguiendo las pautas

aprobadas. Se hizo todo lo posible para minimizar el estrés y el sufrimiento de los animales.

2 Animales

Los animales que se utilizaron en esta tesis fueron ratas de la especie rattus norvegicus
hembra. Se alojaron a 22 + 2 ° C en ciclos de luz-oscuridad de 12:12 h (300 lux / 0 lux) con
pienso estandar para ratas, depositado en el interior de su jaula, manteniendo una
restriccion alimentaria dependiente de cada experimento y agua de libre disponibilidad, con
un namero de 3 a 5 animales/jaula.

El dnico entorno enriquecido que pudimos proporcionarles, en el que no realizaran un uso
extra de la pata delantera, fue un cilindro de metacrilato rojo y bolas de papel hechas a
mano.

Los animales empleados en el proyecto que se realizo durante la estancia en la UiO fueron
ratones de la especie mus musculus hembra. Todos los ratones fueron alojados en cajas de 5
animales/jaula en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (7:00 a. m. a 7:00 p. m.), con control de
ingesta caldrica (dependiente del experimento) y agua de libre disponibilidad. Se hicieron
todos los esfuerzos para minimizar el nimero de animales utilizados y su sufrimiento, de
acuerdo con la directiva 2010/63 / EU del Consejo de las Comunidades Europeas para el

cuidado y uso de animales. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las
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normas éticas francesas. Este proyecto recibié la aprobacion del comité de ética local
(CIEPAL NCE / 2014-209).

2.1 Sprague Dawley (rata)

Un total de 16 ratas de la cepa Sprague Dawley se compraron en el estabulario central de la
UAB, con 2-3 meses de edad para el Experimento 1.1: Evaluacion de la rehabilitacion en la

recuperacion de la destreza manual en ratas con contusion cervical.

2.2 Long Evans (rata)

Esta cepa de ratas es especialmente interesante en el area del aprendizaje motor, pues se ha
demostrado una mayor capacidad de aprendizaje a pesar de su fenotipo hiperactivo
(133,134). En el experimento 2 de esta tesis se utilizaron 24 ratas de esta cepa, de las cuales
4 se descartaron porque no aprendieron la tarea de R&G, 2 ratas fallecieron/fueron
sacrificadas (hipoxia repentina y crecimiento aberrante de uno de los incisivos) sin lesion
ninguna, 3 ratas fallecieron justo después de la lesion y 3 ratas fueron descartadas porque
recibieron una cirugia incorrecta. Un total de 12 ratas fueron incluidas en el estudio del
experimento 2. En el experimento 4 de esta tesis se compraron 31 ratas de esta cepa, de las

cuales, todas ellas formaron parte del estudio sin exclusion de principio a fin.

2.3 C57BL/6N (raton)

Para el Estudio 2.1, participaron 7 ratones macho de la cepa CBL57/6. En este experimento
se infligieron LME de diferentes severidades y se evalud la funcién motora a través del
método IBB. Para el Estudio 2.2, 26 ratones hembra de la cepa CBL57/6 (Scanbur, Suecia),
con 5 a 7 semanas de vida, fueron entrenados y evaluados para la funcién motora
cuantificada por el método por el R&G.

Los animales empleados en el proyecto que se realizo durante la estancia en la UiO fueron
ratones de la especie mus musculus hembra. Todos los ratones fueron alojados en cajas de 5

animales/jaula en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (7:00 a. m. a 7:00 p. m.), con restriccién
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caldrica de 0,1 g de comida por 1 g de su peso corporal y agua de libre disponibilidad. Se
hicieron todos los esfuerzos para minimizar el numero de animales utilizados y su
sufrimiento. Todos los experimentos se realizaron estrictamente de acuerdo con la directiva
del Consejo de la Comunidad Europea del 24 de noviembre de 1986 (86-609 / ECC) y el
decreto del 20 de octubre de 1987 (87-848 / EEC).

3 Evaluacion Funcional

3.1 Escala de Irvine, Beatties and Breshnahan (IBB)

La escala de cuantificacion de Irvine, Beatties and Breshnahan (IBB) se desarroll6 para
evaluar el control fino de las manos después de una LME con un constructo validado (135).
Consiste en evaluar cdmo los roedores manipulan cereales redondos. Este movimiento no
requiere de entrenamiento, ya que los roedores manipulan los cereales de forma comdn y
espontanea conservada en la especie. Al ser una manipulacion que requiere de destreza
manual, el control motor fino puede ser observado de una forma muy rigurosa que
distingue los movimientos de las articulaciones del brazo (codo, mufieca y dedos). Esta
escala evalia el movimiento de las extremidades delanteras y asigna una puntuacion
jerarquica desde el 0 hasta el 9, que se resume en la siguiente tabla y se explica

posteriormente:

Movimient
L Movimient Contact | Posicién Contact » L os de los
Posicion . Adaptacio . Movimient
X 0s 0 apoyo | predominan | o con Movimient dedos que i
predominan . n del . os de dedos ) Método de agarre
proximales no te de la | soporte 0s mufieca . estan en
te del codo cereal sin contacto
del brazo volar mano volar contacto 'y
manipulan

Ninguno/ Ningun

0 | Extendida i
Ligero 0
. Agarrotada
. Ligero/ .
1 | Flexionada . Alguno fija,
Extensivo i
flexionada
i Agarrotada
. . Casi =
2 | Flexionada Extensivo . fija,
siempre

flexionada

Extendida, . Ninguno/
. i Ningun
3 | Flexionada Extensivo no . Exagerad
o/ ligero
adaptable o}
4 | Flexionada Extensivo Extendida, Alguno Exagerad Digito 2
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Movimient
L Movimient Contact | Posicién Contact » . os de los
Posicion . Adaptacio e Movimient
i 0s 0 apoyo | predominan | o con Movimient dedos que i
predominan i n del - 0s de dedos ) Método de agarre
proximales no te de la | soporte 0s mufieca . estan en
te del codo cereal sin contacto
del brazo volar mano volar contacto y
manipulan
no 0
adaptable
Extendida, i
. . Casi . ; .
5 | Flexionada Extensivo no . Sutil Si Digito 2
siempre
adaptable
Extendida, i
. N Cas' . . - P
6 | Flexionada Extensivo no . Sutil Si Digito 3 Digito 2 Anormal
siempre
adaptable
Parcialment i
. . . Casi . . . -
7 | Flexionada Extensivo e extendida, . Sutil Si Digito 4 Digito 2,3 Normal a veces
siempre
adaptable
Parcialment i
. i i Casi . ; .
8 | Flexionada Extensivo e extendida, . Sutil Si Digito 2,3,4 | Normal a veces
siempre
adaptable
Parcialment i )
. i . Casi . ; . Predominanteme
9 | Flexionada Extensivo e extendida, . Sutil Si Digito 2,3,4
siempre nte Normal
adaptable

Tabla 1: Guia de determinacion de la puntuacion en la escala IBB. Esta guia se utiliza como ayuda en la seleccion
de la puntuacion correcta de IBB.

3.1.1 Cuantificacién de la puntuacion con la escala I1BB

0: La posicion predominante del codo es extendida, sin movimientos proximales de la
extremidad anterior o ligeros y / o sin apoyo no volar por la extremidad anterior ipsilateral
al sitio de la lesion.

1: La posicion predominante del codo es flexible, con

movimientos ligeros de la extremidad anterior proximal y algun

apoyo no volar de la extremidad anterior ipsilateral al sitio de la

lesion. La posicion predominante de la pata delantera es
agarrotada, fijay flexionada.

2: La posicién predominante del codo es flexible, con
movimientos extensivos de las extremidades anteriores

proximales y casi siempre hay apoyo no volar de la extremidad

anterior ipsilateral al sitio de la lesion. La posicion predominante
Figura 6: Manipulacién de
cereales.
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de la pata delantera es agarrotada, fija y flexionada.

3: La posicion predominante del codo es flexible, con movimientos extensivos de las
extremidades anteriores proximales y ninguno o algun soporte volar de la extremidad
anterior ipsilateral a la lesion. Las adaptaciones del cereal son exageradas o ausentes. La
posicién predominante de la pata delantera es extendida, no adaptable.

4: La posicion predominante del codo es flexible, con movimientos extensivos de la
extremidad anterior proximal y alguna sujecion palmar de la extremidad anterior ipsilateral
al sitio de la lesion. Las adaptaciones del cereal son exageradas, con movimientos sin
contacto del digito 2 y posibles movimientos de mufieca. La posicién predominante de las
patas delanteras es extendida, no adaptable.

5: La posicion predominante del codo es flexible, con movimientos extensivos de las
extremidades anteriores proximales y casi siempre con soporte volar por la extremidad
anterior ipsilateral al sitio de la lesion. Las adaptaciones del cereal son sutiles y estan
presentes con los movimientos manipuladores de contacto del digito 2 y los posibles
movimientos de la mufieca. La posicién predominante de la pata delantera es extendida, no
adaptable.

6. La posicion predominante del codo es flexible, con movimientos extensivos proximales
de la extremidad anterior y casi siempre con soporte volar por la extremidad anterior
ipsilateral al sitio de la lesion. Los movimientos de mufieca y las adaptaciones del cereal
son sutiles y estan presentes con movimientos manipuladores de contacto del digito 2 y
movimientos sin contacto de digito 3. La posicion predominante de la pata delantera es
extendida, no adaptable con un método de agarre anormal.

7: La posicion predominante del codo es flexible, con movimientos extensivos proximales
de la extremidad anterior y casi siempre con soporte volar por la extremidad anterior
ipsilateral al sitio de la lesién. Los movimientos de mufieca y las adaptaciones del cereal
son sutiles y estan presentes con movimientos manipuladores de contacto del digito 2 y 3
y movimientos sin contacto del digito 4. La posicion predominante de la pata delantera es
parcialmente extendida pero adaptable con un método de agarre normal a veces.

8: La posicién predominante del codo es flexible, con movimientos extensivos de las
extremidades proximales y casi siempre con soporte volar de la extremidad anterior

ipsilateral al sitio de la lesién. Los movimientos de mufieca y las adaptaciones del cereal
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son sutiles y estan presentes con los movimientos manipuladores de contacto de los
digitos 2, 3 y 4. La posicion predominante de la pata delantera es parcialmente extendida
y adaptable con un método de agarre normal a veces.

9: La posicién predominante del codo es flexible, con movimientos extensivos de las
extremidades proximales y casi siempre con soporte volar de la extremidad anterior
ipsilateral al sitio de la lesion Los movimientos de mufieca y las adaptaciones del cereal son
sutiles y estan presentes con los movimientos manipuladores de contacto de los digitos 2,
3 y 4. La posicion predominante de la pata delantera es parcialmente extendida y
adaptable con un método de agarre casi siempre normal.

Para esta prueba se utilizaron cereales de forma toroide (Cheerio’s Bio, Nestlé) para el
experimento en ratas. Para el experimento con ratones se utilizaron cereales redondos. La
asignacion de la puntuacion IBB se realizd antes y después de las lesiones y fue grabada

con una camara de video (Go Pro 5.0).

3.2 Evaluacion destreza manual Reaching & Grasping.

Todos los animales fueron entrenados de forma preoperatoria a la tarea unimanual de
agarre fino R&G. Los efectos de las rehabilitaciones se evaluaron periédicamente mediante

esta misma tarea.

3.2.1 Rehabilitacion a largo plazo. Ratas Long Evans

El entrenamiento y las pruebas de R&G se realizaron en una caja de metacrilato (15 x 29,5
x 29,5 cm) con una ventana frontal (1,5 cm de ancho x 3 cm de alto, 3 cm sobre la altura

del suelo). En el exterior de la ventana se situa una plataforma para presentar los pequefios

pellets con aroma de banana (Z=4mm, Dustless Precision Pellets®, 45 mg, Banana Flavor,
Sucrose, # F0024, BioServ), a 1 cm de la ventana, para que los animales la cojan con su
pata preferente (zurda o diestra). Las sesiones de entrenamiento se realizaron en la primera
parte de la fase de luz (67,136) .
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El primer objetivo del entrenamiento fue familiarizar a los animales con el entrenador, con
la caja de R&G y con los pellets de banana. Esta fase consisti6 en 1 semana de
manipulacion de los animales por parte del entrenador, seguida de 3 dias de manipulacion y
exposicion a la caja instrumental por grupos de grandes a pequefios (4 a 2 animales a la
vez), con pellets en el suelo de la caja durante 15 min / sesién (3-6 dias). De esta forma se
reduce el estrés de los animales por la individualizacion y aumenta su interés tanto por el
espacio nuevo como por la comida nueva. Durante los ultimos dias el entrenador present6
los pellets Unicamente a través de la ventana, empezando por sostenerlos con unas pinzas
dentro de la caja y extrayendo las pinzas de forma en que se forzaba al animal a sacar el
hocico por la ventana para que entendiera que tiene que cogerlos de la plataforma. En este
momento los animales comenzaron a sacar la pata por la ventana. Una vez que los animales
fueron familiarizados, se entrenaron individualmente con 40 pellets / sesion (40 intentos).
Para evitar el mantenimiento de la pata levantada entre intentos delante de la ventana, los
animales fueron entrenados a darse la vuelta entre intentos. Se realizo una asociacion entre
la introduccion de las pinzas a través de la ventana, que las hacia retroceder, con una orden
sonora del entrenador (go back!), hasta que ya no fue necesario introducir las pinzas y, en
algunos casos, ni la orden vocal para que realizaran el cambio de posicion. Cuando los
animales comenzaron a mostrar preferencia por una pata en el momento de realizar la tarea
se cuantificaron sus puntuaciones con el promedio de las 3 Gltimas sesiones (% de éxito y

% de errores).

3.2.2 Impacto de la rehabilitacion. Ratones

El entrenamiento de R&G en ratones se baso en el entrenamiento de Whishaw (136) con las
adaptaciones para raton encontradas en el trabajo de Zuo et al.(137). Consistié en una
primera fase de habituacion del animal con el entrenador (1 semana), con los pellets y con
la caja de entrenamiento (2-3 semanas). En este caso, la caja de entrenamiento tenia una
ventana vertical en el centro de la caja y los pellets (semillas de mijo cubiertas con cacao en
polvo-hechas a mano) se situaron en una plataforma rotatoria (J=10 cm, hendiduras &=
6mm ) con 40 hendiduras para colocar las semillas (40 intentos/sesion). Fue disefiada

especialmente para facilitar el entrenamiento en ratones: en primer lugar, el movimiento de
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R&G es mucho maés rapido en ratones que en ratas; en segundo lugar, realizan intentos sin
haber pellet en la hendidura de forma ansiosa si tienen que esperar mucho. Por ello, se
consider6 un punto importante que, una vez captada la atencion de los animales, los pellets
se presentaran de forma rapida para mantener su interés en la tarea y evitar los movimientos
no cuantificables a través de este método. Ademas, para motivar a los animales a realizar la
tarea, se aplicé una restriccion caldrica de 0,1g de comida/g de peso corporal, que suponia
una restriccion de aproximadamente un 70% de su ingesta normal.

Cuando los animales comenzaron a mostrar preferencia por una pata en el momento de
realizar la tarea, se cuantificaron sus puntuaciones (% de éxito). Después de 20 sesiones de
entrenamiento, el % de éxito preoperatorio se definié segin la mejor puntuacion obtenida
entre los 3 dltimos dias de entrenamiento, previo a la LME. Después de la ultima sesion del
entrenamiento, los animales estuvieron 3 dias sin restriccion caldrica para aumentar su peso
corporal y soportar mejor la cirugia. Los animales se recuperaron aproximadamente 3 dias
después de la intervencién. En ese momento comenzd de nuevo la evaluacion motora
mediante el R&G a la par que la rehabilitacion. Se present6 a cada animal 40 pellet/dia, 5

dias a la semana y se evalud el % de éxito de cada animal/dia.

3.2.3 Especificidad de la rehabilitacion. Ratas Long Evans

El entrenamiento en el Gltimo experimento, a pesar de que también se realizo en ratas, se le
aplicaron las modificaciones pertinentes con tal de evitar problemas detectados en los
experimentos anteriores. De esta forma, los primeros estadios del entrenamiento en cuanto
a habituacién de los animales al entrenador, a la comida y a la caja de entrenamiento se
mantienen como en el Experimento 2. Este entrenamiento cuenta con una caja de
metacrilato transparente con una abertura vertical central y una plataforma rotatoria que
facilita el entrenamiento al mantener su atencion en las primeras fases gracias a que los
pellets se presentan de forma mas rapida (& = 13,5cm con 40 agujeros de & = 4mm). Para
que los animales retomaran su posicién inicial entre intentos, el entrenador soplaba
ligeramente cerca de su hocico provocando una pequefia retraccion del animal. Poco a
poco, los animales asociaron este movimiento entre intentos. Cuando mostraron preferencia

por una pata en concreto, se cambio la caja de entrenamiento a otra caja que poseia la
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ventana frontal lateralizada junto a las paredes, forzando fisicamente al animal a coger el
pellet Gnicamente con su pata preferente (adaptacion del disefio de Chia-Chien Chen (137)),
eliminando el problema que surgi6 en el experimento 2. Esta caja era mas estrecha para
evitar un posicionamiento ladeado del animal con respecto a la ventana. La posicion
determina el estado de activacion medular y era necesario mantener su perpendicularidad
con respecto a la ventana frontal. Cuando sus puntuaciones alcanzaron un plateau, se
cuantificaron sus intentos posicionando los pellets en una plataforma fija, presentados con
unas pinzas por el experimentador, escogiendo la mejor sesion de las 3 ultimas (% éxito y

% de errores).

3.3 Cuantificacion R&G

Para caracterizar el desempefio en la tarea de Reaching & Grasping se decidié evaluar los
siguientes indicadores claves de rendimiento (también Ilamados key performance
indicators, KPIs):

3.3.1 Porcentaje de éxito y nimero de intentos

El porcentaje de éxito es una puntuacion que se utiliza comdnmente en la tarea de R&G y
su valor se obtiene de la relacion entre el nimero de pellets comidos y el nimero de pellets
presentados. En esta tesis se considera el porcentaje de éxito la relacion entre el nimero de
pellets comidos y el nimero de intentos de alcanzar el pellet. Se ha considerado de esta
forma debido a que un animal puede hacer mas de un intento ante un Unico pellet
presentado y este fallo es necesariamente frecuente en el contexto de la LME. Se ha
contabilizado un intento cada vez que el animal levanta una extremidad delantera ante la
ventana manteniendo las otras tres en el suelo. Para determinar este valor, las sesiones de
R&G se grabaron en video a 120 frames/s (camara de video GoPro-7). ElI numero de
intentos que se permitid realizar a cada animal se mantuvo constante cuando el R&G se
realizaba como prueba de destreza manual y fue variable cuando el R&G se realizaba como
tarea rehabilitadora (ver més abajo).
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3.3.2 Distribucién de errores en los intentos fallidos

En el contexto de la lesion y rehabilitacion resulta tan relevante evaluar la tasa de éxito
como describir con precision los defectos funcionales. En este trabajo esto ha sido posible
gracias a trabajar con el concepto de intentos descrito en la seccion anterior. En cada una de
las sesiones de R&G, los intentos fallidos fueron cuantificados y categorizados en
diferentes tipos de errores cometidos. Se asignd a cada categoria un valor numérico
creciente con el progreso alcanzado en la secuencia de movimientos caracteristicos del

R&G. Las categorias consideradas fueron las siguientes:

e Error tipo 1 - fallo en la elevacién: la pata se levanta, pero no llega al nivel de la
ventana.

e Error tipo 2 - fallo en la extension: la pata se levanta y llega al nivel de la ventana,
pero el avance no es suficiente para alcanzar el pellet.

e Error tipo 3 - fallo grave de precision: la pata se levanta y se extiende a través de la
ventana, pero el movimiento alcanza un punto diferente del pellet.

e Error tipo 4 - fallo leve de precision: la pata se levanta y se extiende a través de la
ventana, la mano toca el pellet, pero lo desplaza fuera de la plataforma.

e Error de tipo 5 - fallo en el agarre: la pata se levanta y se extiende a través de la

ventana, el animal agarra el pellet, pero se le cae en los movimientos posteriores.

En este estudio esta clasificacion se ha empleado de dos maneras: (1) detallando el nimero
de intentos asignados a cada tipo de error y (I1) como indicador resumido, expresando el
porcentaje de cada tipo de error sobre el total de errores cometidos (intentos fallidos, es

decir sin tener en cuenta los éxitos).
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Figura 7. Movimiento de R&G y sus errores. Fotogramas representativos de los diferentes gestos del movimiento de R&G. La primera fi
representa el movimiento completo de R&G sin ninguma lesion; la segunda fila muestra el movimiento ejecutado con éxito después de h
lesién en el que se ve como se ayuda con la pata contralateral; la tercera, cuartay quinta fila muestran los errores de tipo 5, 4y 3
respectivamente.

3.3.3 Escala de clasificacion del movimiento Whishaw.

En el Estudio 1.2 los intentos exitosos registrados en las sesiones de prueba preoperatoria y
8 meses después de la lesion se analizaron para calificar los gestos R&G (109). Para cada
rata, los intentos exitosos se calificaron segln las caracteristicas cualitativas del
movimiento. Se dio una puntuacién de "0" si el movimiento se realizd6 normalmente, una
puntuacion de "1" si el movimiento era anormal y una puntuacion de “0,5” en los casos en
que existia alguna ambigiiedad con respecto a la normalidad del movimiento. Se
clasificaron once componentes del movimientos de un intento de R&G: 1) Orientacion: el
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uso de la nariz de rata localiza y se fija en el pellet y generalmente completa el movimiento
oliendo la comida, 2) Elevacion: la extremidad se levanta del suelo con la parte superior del
brazo y los dedos se balancean hacia la linea media del cuerpo, 3) Digitos cerrados: a
medida que se levanta la extremidad, la mano toma una posicion recogida en la que los
dedos se semiflexionan y la mano se supina de modo que la palma mire hacia la linea
media del cuerpo, 4) Objetivo: utilizando la parte superior del brazo, el codo se aduce de
modo que el antebrazo quede alineado a lo largo de la linea media del cuerpo con la mano
ubicada justo debajo de la boca. Este movimiento implica la fijacion de la porcién distal de
la extremidad para que los dedos permanezcan alineados con la linea media del cuerpo. Es
probable que esto se produzca por un movimiento alrededor del codo que invierte la
direccion del movimiento de la mano para compensar la abduccion del codo, 5) Avance: la
cabeza se levanta y la extremidad avanza directamente hacia adelante, por encima y mas
alla de la comida. pellet, 6) Digitos abiertos: a medida que avanza la extremidad, los dedos
se extienden y se abren levemente, 7) Pronacion: mediante un movimiento de la parte
superior del brazo, se abduce el codo, pronando la mano sobre la comida. La pronacion
completa de la mano sobre el alimento se facilita mediante una rotacién de la mano
alrededor de la mufieca y la apertura de los dedos, 8) Agarre: cuando las yemas de la palma
tocan el alimento, el alimento se agarra mediante el cierre de los dedos. Esto ocurre
tipicamente como un movimiento independiente antes de retirar la mano. 9) Supinacion 1:
cuando se retira la extremidad, la mano se flexiona dorsalmente y se supina 90° mediante
un movimiento alrededor de la mufieca y la aduccién del codo. Estos movimientos pueden
ocurrir tan pronto como se agarra la comida y se completan cuando se retira la mano de la
ventana, 10) Supinacion 2: cuando la rata se sienta con la comida en la mano, la mano se
supina 90° mas para presentar la comida a la boca, 11) Liberacién de comida: los dedos se
abren y la comida se transfiere a la boca. La comida se suele agarrar con los dientes o la

lengua.

Adaptacion de la escala de clasificacion del movimiento Whishaw

Con el objetivo de realizar una cuantificacion apropiada a las modificaciones de la tarea de
R&G que se ajustaron para el Capitulo 3, se adaptd la escala de clasificacion de Whishaw
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manteniendo los 11 gestos puntuables con una division de cada uno mas exhaustiva y que

se ajustaba mejor al movimiento realizado desde la ventana lateral, que se resumen en la

siguiente tabla:

Adaptacion de la escala de Whishaw

1. Orientacion

2. Elevacion de la pata

3. Posicion de los dedos

4. Obijetivo

5. Avance

6. Apertura digital

7. Pronacion

8. Agarre

9. Supinacion |

10. Supinacioén Il

11. Liberacion del pellet

La cabeza esta orientada a la ventana

Olfateo del pellet

El peso corporal se cambia a la parte trasera

Las dos patas delanteras estan perpendiculares a los
hombros

La palma de la mano esta en posicion semi-supinada
Los dedos estan semi-flexionados

El codo se alinea con la mano y con la ventana

La palma de la mano esta en el centro de la ventana
La mano va directa al pellet

La direccion del avance es recta

Los dedos se abren

La mano esta semi-pronada

La palma est4 hacia abajo en posicion “arpeggio”

El pellet esta posicionado en el centro de la palma

Los dedos se cierran

La mano se eleva de la plataforma con el pellet cogido
La mano se retrae hacia adentro de la ventana

La mano rota 90° antes de atravesar la ventana

La mano se dirige hacia la boca

La mano rota ligeramente para colocar el pellet en la
boca

La mano posiciona el pellet en la boca

Levanta la otra pata para ayudarse
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Tabla 2: Adaptacion de la escala de Whishaw a la tarea de R&G en la caja con la ventana lateralizada del
Experimento 3: Especificidad de la rehabilitacion.

3.4 Cuantificacion locomocién

Los axones reticuloespinales conducen informacion descendente que controla los circuitos
espinales de locomocion y corren en los funiculos lateral y ventral de la médula espinal
(Steeves y Jordan, 1980; Le ray et al., 2011). Bajo la premisa de que las lesiones con un
mayor desplazamiento de tejido dafiarian adicionalmente la mayor parte de la zona ventral
de la médula espinal y, en consecuencia, afectarian a la locomocion (Noga et al., 1991; Loy
et al., 2002), se examinaron las capacidades de locomocion terrestre del animal mediante el
analisis de la locomocion tras 8 meses de la LME. En el Experimento 2, la locomocion
sobre el suelo se analiz6 entintando las patas delanteras y traseras con diferentes colores y
se registraron mientras las ratas caminaban por un tanel con un papel en el suelo (10 cm de
ancho y 100 cm de largo). Las huellas de las patas delanteras se utilizaron para determinar
el apoyo del peso corporal del animal. La longitud de la zancada se midi6 entre las
almohadillas centrales de dos impresiones consecutivas en cada lado, y la base del soporte
corporal (BS) se midié como la distancia de nucleo a ndcleo de la impresion que representa
por las almohadillas centrales. Para evaluar la coordinacién de las extremidades, se conto el
namero de huellas de las patas delanteras y traseras y se midi6 la distancia entre las
almohadillas centrales de las patas delanteras y traseras de cada lado. Para evaluar la
capacidad del animal para extender los dedos, se midi¢ la distancia entre el segundo y el

cuarto digitos de la pata delantera derecha e izquierda (138).
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3.5 Evaluacion de la apertura digital durante la locomocion.

En el Experimento 4, se analiz6 la apertura
digital de las patas delanteras durante la
locomocion debido a que este fue el Unico
parametro variable después de la LME que se
realizé en el Experimento 2: Rehabilitacion a
largo plazo. Las ratas se colocaron en un
pasillo (10 cm de ancho y 100 cm de largo),
con el suelo transparente y una camara de

video en la parte inferior que grabd los pasos

desde abajo (cdmara GoPro 7, 120fps). Se
cuantifico la distancia entre los digitos 2 a 3,

3ady4daba partir de los fotogramas de los

videos (Figura 8). Las estadisticas se

Figura 8. Apertura digital: rata Long Evans 91 DPO pasando
por un pasillo de evaluacién locomotora.

realizaron con las medidas de 3 pisadas

diferentes de cada animal y de cada pata el

dia 91 postoperatorio.

4 Tareas de rehabilitacion

4.1 Pipas en la gradilla. Rata Long Evans

Esta rehabilitacion esta basada en el estudio de rehabilitacion realizado por Garcia-Alias et
al. (67). Los animales fueron expuestos por primera vez a la tarea una semana despues de la
lesion. Consiste en introducir a los animales en grupos de 2-3 ratas en una caja que tiene
una rejilla de plastico en el suelo con aberturas cuadradas de 1,7 cm de ancho y 1,2 cm de
alto durante 1 h / dia, 5 dias / semana (Figura 9). Las semillas de girasol o pipas se
colocaron en las aberturas cuadradas para que las ratas tuvieran que coger las semillas
extendiendo sus patas y agarrandolas. De forma natural las ratas manipulan las pipas para

pelarlas antes de comérselas. EI nimero de pipas consumidas por rata se cuantificd en la
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primera sesion de rehabilitacion y cada 2 meses. Las ratas del grupo control que no
recibieron ningun régimen de rehabilitacion se colocaron en una jaula vacia, sin rejilla ni
semillas, durante la misma cantidad de tiempo. El grupo de No Rehab fue manipulado
(llevar su jaula al laboratorio, coger e interaccionar con los animales) durante el mismo
tiempo (1h/dia, 5 dias/semana) pero sin ser expuesto a la rehabilitacién. Se mantuvo en su
caja de estabulacion ya que tiene las mismas dimensiones que la caja de rehabilitacion.
Ademas, el hecho de tener que caminar por la gradilla ya podria suponer un ejercicio en el

que la rata tuviera que adaptar sus dedos para caminar por ella, ejerciendo un efecto

—

Figura 9: Rehabilitacion de R&G mediante la técnica de las pipas en la gradilla. La imagen muestra
dos animales representativos que realizaron la rehabilitacion de alcanzar y agarrar las pipas; los
animales se colocaron dentro de una caja con una rejilla de plastico en el suelo que contenia semillas
de girasol (pipas), los animales tenian que extender su miembro superior a través de la rejilla y
agarrar la semilla con la mano. Una vez sujeta, la semilla era manipulada con los dedos al retirar la
cascara con la ayuda de la boca, antes de comerse la pipa.

rehabilitador.
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4.2 Reaching & Grasping. Ratones

En este experimento, se pretendid observar los
efectos de la especificidad de la tarea \
rehabilitadora en el momento de recuperar la ‘
destreza manual perdida tras la lesion medular.

Por lo que la tarea rehabilitadora era a su vez la |
tarea que evaluaba la recuperacién de la
disfuncion manual (Figura 10). Para ello se
utilizé la misma caja de entrenamiento y el disco
con 40 hendiduras que permitia presentar los

1 » =
'..‘) » w“’

pellets de forma répida. 3 dias después de la

Figura 10: Raton haciendo rla tarea de R&G.
Se sitda en la caja de metacrilato con la ventana
frontal y el disco rotatorio que presenta hasta 40
pellets individualmente.

lesién, los animales fueron nuevamente testados

y comenzaron con el programa de rehabilitacion

diario (5 dias a la semana) que consistia en

presentarles 40 pellets, lo que equivale a 40 intentos de R&G al dia durante 28 dias.

4.3 Rehabilitacion de Reaching & Grasping, Staircase y Cheerios

Uno de los objetivos de esta tesis es implementar y caracterizar tres modelos de
rehabilitacién de la funcion manual tras la lesiébn medular, y comparar después sus efectos
en la recuperacion de la tarea de R&G. Los modelos de rehabilitacidn seleccionados para la
comparacion fueron Reaching & Grasping, Staircase y Manipulacion de cereales (Cheerios)

y se describen a continuacion.

4.3.1 Reaching & Grasping

La rehabilitacion de R&G en el Estudio 3 para uno de los grupos de rehabilitacion incluyd
1 grupo de 6 animales. Para ello, se construyd un dispensador automatico de pellets para
facilitar la rehabilitacion al experimentador. La construccion del mismo se bas6é en un

modelo previamente establecido (114) con ligeras adaptaciones (Anexo 1). Los pellets que
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se utilizaron inicialmente fueron pellets de precision (Dustless Precision Pellets®, 45 mg,
Rodent Purified Diet, # F0021, BioServ), pero debido al alto grado de humedad existente
en el estabulario, los pellets se desmenuzaban y obstruian el dispensador. Tras observar sus

caracteriaticas nutricionales, se cambio el tipo de pellets por otros que tenian un menor

contenido lipidico (Dustless Precision Pellets®, 45 mg, Banana Flavor, Sucrose, # F0024,
BioServ), reduciendo de esta forma su capacidad higroscopica y, consecuentemente, su

rapida disgregacion. De esta forma se consiguio eliminar el problema.

Para la tarea rehabilitadora también se disefié una caja de metacrilato especifica. Esta caja
constaba de una parte trasera mas amplia que se estrechaba hacia el frente para mantener la
posicién perpendicular del animal con respecto a la ventana. La zona frontal constaba de
dos ventanas lateralizadas que obligaban fisicamente al animal a coger los pellets con su
pata preferente ya que los pellets Unicamente se presentaban en la ventana de su pata
preferente. La construccion se componia de dos cajas gemelas que podian albergar a 2
animales realizando la tarea individualmente, hecho que agilizaba la rehabilitacion para la

experimentadora.

Los animales fueron expuestos por primera vez a esta caja después de la lesion, de tal
forma que este grupo de rehabilitacion al igual que los demas no cuenta con la previa
familiarizacion de la caja ni del dispensador. El entrenamiento tenia una duracion de 20
minutos en los que se presentaban aproximadamente 150 pellets, de lunes a viernes en la

franja horaria que comprende desde las 15:00 — 19:00 h, durante 3 meses.

4.3.2 Staircase

Este ejercicio se describid anteriormente como entrenamiento de la destreza manual (111).
En él los animales tienen que coger pellets de precision colocados en los escalones de dos
escaleras separadas por una pared. El animal debe situar su cuerpo encima de la pared para
poder acceder a las escaleras, por lo que solamente puede emplear una pata para cada
escalera. Para coger un pellet, el roedor se tiene que situar encima de la pared, extender el
brazo hacia el escalon, abrir los digitos de la mano, cerrarlos agarrando un pellet, retraer el

brazo para llevar la comida a la boca y abrir los dedos para soltar el pellet. Para aplicar esta
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tarea como rehabilitacion se construyeron cajas individuales de metacrilato en las que se
rellend de pellets Unicamente las escaleras del lado de la pata lesionada (la preferente) de
cada animal. Cada uno de los escalones se rellend con 2 pellets de precision (Dustless
Precision Pellets®, 45 mg, Banana Flavor, Sucrose, # F0024, BioServ). Los escalones se
fueron rellenando a medida que los animales cogian todos los pellets que eran capaces,

durante 20 minutos.

Para cuantificar el desempefio en esta tarea se determinaron los siguientes KPIs: (1) la
intensidad expresada en numero de intentos por minuto, considerando un intento cada
movimiento de extension y retraccién del brazo independientemente si agarra el pellet o no
(1) el porcentaje de éxito entendido como el nimero de pellets agarrados sobre el nimero

total de intentos, (I11) el escalén mas bajo (mas dificil) alcanzado y (1V) la distribucion de

En cada una de las sesiones de R&G, los intentos fallidos fueron cuantificados y
categorizados en diferentes tipos de errores cometidos. Se asigno a cada categoria un valor
numérico creciente con el progreso alcanzado en la secuencia de movimientos

caracteristicos del R&G. Las categorias consideradas fueron las siguientes:

e Error tipo 1 - fallo en la elevacién: la pata se levanta, pero no llega al nivel de la
ventana.

e Error tipo 2 - fallo en la extension: la pata se levanta y llega al nivel de la ventana,
pero el avance no es suficiente para alcanzar el pellet.

e Error tipo 3 - fallo grave de precision: la pata se levanta y se extiende a traves de la
ventana, pero el movimiento alcanza un punto diferente del pellet.

e Error tipo 4 - fallo leve de precision: la pata se levanta y se extiende a traves de la
ventana, la mano toca el pellet, pero lo desplaza fuera de la plataforma.

e Error de tipo 5 - fallo en el agarre: la pata se levanta y se extiende a través de la

ventana, el animal agarra el pellet, pero se le cae en los movimientos posteriores.

En este estudio esta clasificacion se ha empleado de dos maneras: (1) detallando el nimero

de intentos asignados a cada tipo de error y (I1) como indicador resumido, expresando el
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porcentaje de cada tipo de error sobre el total de errores cometidos (intentos fallidos, es

decir sin tener en cuenta los éxitos).

4.3.3 Manipulacion de cereales (Cheerios). Rata Long Evans

Este ejercicio se describié anteriormente como el movimiento analizado en el método IBB
(ver en el apartado 3.1). En esta tarea el animal tiene que sostener y manipular un cereal
para comérselo. Los cereales estan situados en el suelo, por lo que los coge con la boca y
los agarra con la mano. Puesto que los cereales que manipulaban eran de la marca
comercial Cheerio’s y para abreviar, al grupo que recibi6 esta rehabilitacion se le nombrd
“Rehabilitacion de Cheerios”. Esta rehabilitacion consistié en introducir a los animales en
grupos de 2 individuos en una caja de metracrilato con 30 cereales (15 cereales para cada

individuo), con un limite de tiempo de 20 minutos.

La cuantificacion de esta rehabilitacion también se realiz6 a los 10, 42 y 91 DPO. Cada
sesion de cuantificacién de la rehabilitacion se grab6 con una camara (GoPro 7, 120fps)
que sirvio para calcular el n° total de cereales que comian, el tiempo empleado y el nimero
de flexiones y extensiones que realizaban con el codo de cada una de sus patas (lesionada y

no lesionada).

4.3.4 Estandarizacion de la rehabilitacion

Para poder comparar los tres modelos de rehabilitacion (R&G, Staircase y Cheerios) se
utilizé un mismo modelo de lesion y se intent6 estandarizar la cantidad de rehabilitacion
aplicada empleando como base datos previos de nuestro laboratorio. Los datos previamente
mencionados indican que un animal sano es capaz de realizar el movimiento de R&G
durante 23 minutos seguidos ejecutando el movimiento en 147 ocasiones (intentos) con un

81 % de éxito (Fig X.A). Teniendo en cuenta que la rehabilitacion de R&G pasaria a

Olaia Baylo Marin m




realizarse con un dispensador automatico en lugar de una presentacion de pellet manual,
estandarizamos que la tarea rehabilitadora tendria una intensidad de ~150 intentos en 20
minutos, es decir 7,5 intentos/minuto (repeticiones de la activacion del patron neuromotor).
Por ello el resto de las tareas rehabilitadoras se disefiaron para mantener en lo posible esta
cantidad total de movimientos.

La rehabilitacion de Staircase es muy similar en su secuencia de movimientos a la tarea de
R&G, por lo que se asumid que su intensidad es equivalente, y se dio a los animales el
mismo tiempo para realizar la tarea (20 minutos).

En cuanto a la rehabilitacion mediante manipulacion de cereales (Cheerios), en otro estudio
previo del grupo, se determind que los animales realizaban un promedio de 10 flexiones y
extensiones del codo por cada cereal que se comian. Por esto en el presente trabajo se llevd
a cabo esta rehabilitacion con 15 cereales, estandarizando el nimero total de movimientos
ejecutados (15 cereales x 10 flexiones/extensiones del codo = 150 movimientos).

La dieta de los diferentes grupos se homogeneizd. Cada animal recibié diariamente: 1,5
pellets de pienso, ~ 40 pellets de precision y 15 cereales. Se evité que el consumo de la
dieta constituyese en si mismo una tarea rehabilitadora minimizando la manipulacion de los
alimentos mediante la siguiente estrategia:

El alimento empleado en la rehabilitacion se presenté a los animales inicamente durante las
sesiones de rehabilitacion.

Los alimentos no empleados en la rehabilitacion se presentaron a los animales directamente
en sus jaulas de estabulacion forma que se minimizase su manipulacion. En concreto, a los
grupos de R&G, Staircase, No Rehab y CNT se les proporcionaron los 15 cereales/rata
triturados directamente en su jaula y a los grupos de Cheerios, No Rehab y CNT se les

proporcionaron pellets de precision en su jaula.

La cuantificacion del rendimiento en las tareas rehabilitadoras se realizo a los 10, 42 y 91
DPO, siendo este el punto final. Aungue la rehabilitacion comenz6 a los 7 DPO, no se
empez6 a cuantificar el rendimiento en la tarea rehabilitadora hasta los 10 DPO para
eliminar el efecto en el rendimiento de acometer una tarea totalmente nueva en un entorno
desconocido y medir Unicamente el rendimiento intrinseco del animal. Para llevar a cabo

esta cuantificacion se grabaron las sesiones de rehabilitacion con una cdmara (GoPro 7,
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120fps) y posteriormente se emplearon las grabaciones para determinar los indicadores
claves de rendimiento (también Ilamados key performance indicators, KPIs) que se

definieron para cada tarea rehabilitadora (ver seccion de Resultados).

A Intentos voluntarios B Movimientos necesarios
en una sesion de R&G para comer 1 cereal
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Figura 11: Resultados de estudios previos. (A) Intentos voluntarios en una sesion de R&G que se realizaros para
observar el nivel maximo de la intensidad de la tarea que los animales pueden llegar a hacer de forma voluntaria.
Durante una sesion de R&G un animal fue capaz de realizar durante 23 minutos 147 intentos (puntos blancos) de los
cuales 119 fueron exitosos (puntos rosas). (B) Un promedio de 10 movimientos de la articulacion del codo
(flexiones y extensiones) fueron necesarios para comerse 1 cereal.

5 Lesion de médula espinal

5.1 Lesion de médula espinal cervical. Ratas

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de 90 mg / kg de ketamina (Imalgene,
Merial) y xilazina 10 mg / kg (Rompun, Bayer) y recibieron una primera dosis de
buprenorfina de 0,05 mg / kg (Buprex, INDIVIOR) preoperatoriamente, ambos farmacos se
administraron IP utilizando una aguja de 30G. En algunos animales se administro una dosis

extra durante la cirugia, ketamina (30 mg / kg) y xilacina (3,3 mg / kg).
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Cuando el animal estuvo completamente anestesiado, se le afeitd el lomo y se desinfectd
con un 70% de etanol y betadine. Para evitar que los 0jos se resequen, se aplic6 pomada
oftalmica Lipolac (2 mg / g, Bauch Lomb) en cuanto se durmio y siempre que fue necesario
durante todo el proceso. Durante la cirugia, los animales se mantuvieron sobre una
alfombra térmica (34-36 ° C) para prevenir la hipotermia. La respiracién del animal, los
movimientos de los bigotes, la retraccion y el reflejo corneal se revisaron durante la cirugia.
Para facilitar la exposicion de la médula espinal cervical dorsal, se colocd una almohada
hecha a mano de plastilina en un guante de latex, debajo del pecho del animal que estaba en
posicién prono. La incisién cutanea vertical de C1 a T4 se realizd con un bisturi, las capas
de los musculos de la espalda (clavotrapezius, acromiotrapezius y romboideus) se separaron
con tijeras romas, se cortaron a lo largo de la linea media y se sujetaron con retractores. Se
extrajo la dltima capa de musculo esquelético y tejido conjuntivo intervertebral de C3 a C6,
con tijeras de muelle, y luego se realizé una laminectomia de la vértebra C4 y laminectomia
parcial de C5 con pinzas gubias. Las apofisis espinales de C2 y T2 fueron expuestas y
pinzadas para mantener la médula recta sin movimiento respiratorio. La punta del
impactador (& = 2 mm) se ubic6 5 mm por encima de la médula, evitando las aferencias
sensoriales entre el segmento espinal C4-5, en el lado de la pata de preferencia. Se realiz6
una contusion unilateral moderada de la médula espinal con el dispositivo Infinite Horizon
(Precision Scientific Instrumentation, Fairfax, VA) (Figura x). Después de la contusion, un
hematoma visible confirmé el impacto. Se utilizaron suturas absorbibles (poliglactina 5-0,
Johnson & Johnson International) para los musculos, suturas no absorbibles (poliamida 6

Ethilon * 4-0, Ethicon) para la piel y se aplic6 betadine en la cicatriz.
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Figura 12. Dispositivo Horizon Impactor. Instrumento de contusion disefiado
especificamente para la investigacién que proporciona una herramienta para evaluar la
causa y el alcance de las lesiones en las estructuras de la médula espinal. La parte
mecanica se compone fundamentalmente de una base para posar al animal (A), 2 brazos
articulados (B) unidos a pinzas (C) para inmovilizar y eliminar el artefacto que puede
causar el movimiento de la respiracion, un motor controlado por ordenador (D) que
controla el impacto que debe ejercer el émbolo (E) y recibe informacién desde el sensor
de fuerza (E) monitorizando los parametros de la contusion.
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En el proceso post-operatorio, los animales se colocaron gentilmente en una caja de
alojamiento reemplazando el serrin por papel como lecho. Recomendamos encarecidamente
esta practica porque la tendencia de las ratas a comer el serrin después de esta lesion, por
razones desconocidas, puede causar la muerte por asfixia del animal. La caja de
alojamiento se mantuvo a temperatura calida hasta que los animales recuperaron su
capacidad para moverse. En ese momento, se les retirdé con una gasa la pomada oftalmica
aplicada en exceso. Para prevenir la deshidratacién, los animales recibieron 5 ml de suero
glucosado (Glucosada Grifols 5%, Lab Grifols) al dia durante 3 dias por via subcutanea con
una aguja 26G. La segunda dosis de buprenorfina se administr6 8 horas despues de la
primera dosis y tres veces al dia cada 8 horas durante los siguientes 3 dias, como minimo.
Los animales se mantuvieron en jaulas individuales durante una semana para garantizar que

no se quitaran las suturas unas a otras.

5.2 Lesion de medula espinal cervical. Ratones

En el proceso quirirgico (Figura 12), los animales fueron anestesiados con una mezcla de
90 mg/Kg de ketamina (Imalgene, Merial), xilazina 10 mg/Kg (Ronpum, BAYER) y suero
fisiolégico (NaCl 0,9M, 50% en volumen, Apotek), de forma intramuscular en la pata
trasera. En algunos animales se administré una dosis extra durante la cirugia, ketamina (30
mg / kg) y xilacina (3,3 mg / kg). Tras la anestesia se les inyectd buprenorfina como
analgesia (3mg/kg, Temgesic, Schering-plough).
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Cuando el animal estuvo completamente anestesiado, se
le recorto el pelo del lomo con unas tijeras, se afeito con
crema depilatoria (Vett), se limpid con suero fisiolégico
y se desinfecto la piel con clorhexidina. Para evitar que
los ojos se resequen, se aplicd pomada oftalmica
(Simplex) en cuanto se durmié y siempre que fue
necesario durante todo el proceso quirargico. Durante la
cirugia, los animales se mantuvieron sobre una alfombra
térmica (26-28° C) para prevenir la hipotermia. La
respiracion del animal, los movimientos de los bigotes,
la retraccion y el reflejo corneal se revisaron durante la
cirugia.

Para facilitar la exposicién de la médula espinal cervical
dorsal, se coloc6 una almohada hecha a mano de
plastilina debajo del pecho del animal que estaba en
posicién prono. La incision cutanea vertical de C1 a T2
se realiz6 con un bisturi (Figura 12.A), las capas de los
musculos de la espalda se separaron con tijeras romas, se
cortaron a lo largo de la linea media y se sujetaron con
retractores (Figura 12.B). Se extrajo la Gltima capa de
musculo esquelético y tejido conjuntivo intervertebral de
C3 a C6 (Figura 12.C), con esponjas quirargicas Y tijeras
de muelle, y luego se realizd una laminectomia de la
vértebra C4 y parte de C5 con pinzas del n° 5 (Figura
12.D). La apofisis espinal de T2 fue expuesta y pinzada
para mantener la médula recta sin el artefacto del

movimiento respiratorio. La punta del impactador (J =

1,3 mm) se ubicd 5 mm por encima de la médula en el segmento espinal de C5 en el lado

de la pata de preferencia. Se realiz6 una contusion unilateral moderada de la médula espinal

Figura 12: Pasos de la cirugia de
LME. (A) incisién primaria en la piel,
(B) retraccion de los miusculos
escapulares, (C) exposicion de la
columna — se observa la columna y un
trozo de esponja absorbente, y (C)
médula espinal expuesta tras la
laminectomia.

con el dispositivo Infinite Horizon (sistema e instrumentacion de precision). Después de la

contusiéon un hematoma visible confirm6 el impacto. Se utilizaron suturas absorbibles
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(poliglactina 6-0, Johnson & Johnson International) para los musculos, suturas no
absorbibles (poliamida 6 Ethilon * 5-0, Ethicon) para la piel y se aplico clorhexidina en la
cicatriz. Una vez suturados, a los animales se les inyectd una mezcla de farmacos que
revertian el efecto anestésico, despertandolos de forma casi inmediata (Flumazenil 0.2
mg/Kg, Revazol 0,75mg/Kg y Naloxone 0.12 mg/Kg).

En el proceso postoperatorio, los animales se colocaron gentilmente en una caja de
alojamiento reemplazando el serrin por papel como lecho. La caja de alojamiento se
mantuvo a temperatura calida hasta que los animales recuperaron su capacidad para
moverse. En ese momento, se les retird con una gasa la pomada oftalmica aplicada en
exceso. Para prevenir la deshidratacion, los animales recibieron 200ul de suero glucosado
(Suero fisioldgico + glucosa 5%) al dia durante 3 dias por via subcutanea. La segunda dosis
de analgesia se administré 8 horas después de la primera dosis y tres veces al dia cada 8
horas durante los siguientes 3 dias, el 4° y 5° dia se administré 1 vez al dia. Se aplicd
antibidtico en crema para acelerar el proceso de curacion de la cicatriz (fucidin, Deutche
pharma) una vez al dia durante 5 dias. Los animales se mantuvieron en jaulas individuales

durante una semana para garantizar que no se quitaran las suturas unas a otras.
6 Histologia

Después de la evaluacion, las ratas se perfundieron intracardialmente con paraformaldehido
al 4% en solucion tampdn fosfato (PB) 0,1 M. Se extrajeron las médulas espinales 1 dia
después de su perfusion. El ganglio de la raiz dorsal de C2 se utiliz6 como punto de
referencia para identificar los segmentos de la columna cervical. Se diseccioné un solo
bloque de C2 a T2 y se almacené en solucién de sacarosa al 30% en PB durante 3 dias. Los
bloques fueron incrustados en medio de inclusion compuesto O.C.T. (Tissue-Tek) vy
congelado rapidamente. Se cortaron secciones transversales de 35 micrometros de espesor
con un criostato y se colocaron consecutivamente flotando libremente en placas de 96
pocillos en PB con azida sddica al 0,02% y se almacenaron a4 ° C.

Se recolectaron las secciones almacenadas cada 350 micras y se tifieron con violeta de
cresilo para evaluar la preservacion de la sustancia gris espinal y las neuronas motoras, esos
mismos cortes se co-marcaron con la tincion de luxol fast blue que permite la deteccion de

la sustancia blanca a lo largo de la médula espinal C2 a T2 (esta ultima tincion se empezé a
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implementar a partir del 2° experimento). Las secciones se deshidrataron con etanol y se
montaron con dextropropoxifeno. Se recogieron y procesaron otras dos series de cortes para
inmunohistoquimica. Las secciones flotantes libres se lavaron en PB con Triton X-100 al
0,3%, BSA al 1% durante 1 hora y se incubaron con el anticuerpo primario anti-NeuN de
raton(1: 500, MAB377, Millipore), que detecta ndcleos neuronales, o anti-PKCy de conejo
(1: 500, sc -211, Santa Cruz, CA), para marcar el TCS, durante la noche a 4 ° C, con
agitacion. Después de varios lavados, las secciones se incubaron con los respectivos
anticuerpos secundarios unidos a fluorocromo anti-ratén Alexa Fluor-488 o anti-conejo
Alexa-594 (1: 500; Jackson Immunoresearch, PA, EE. UU.) durante 1 h a temperatura
ambiente. Después de lavados adicionales, las secciones se tifieron por contraste con DAPI
y se montaron con medio mowiol sobre portaobjetos recubiertos de gelatina.

Las imagenes de campo claro y de fluorescencia de secciones de médula espinal en serie de
C2 a T2 se capturaron con una cadmara Olympus DP73 conectada a un microscopio
Olympus BX51 y se analizaron utilizando el software Fiji ImageJ. Se utilizaron imagenes
de tejido tefiidas con Violeta de Cresilo y Luxol fast blue para trazar manualmente el
perimetro de cada mitad medular ipsi y contra lesionada de cada seccion espinal. Se midid
el area circunscrita (correspondiente al tejido preservado de sustancia blanca y gris) y se
calcul6 el porcentaje de tejido del lado dafiado en relacion con el lado no dafado. Las
motoneuronas se identificaron en funcion de las caracteristicas morfoldgicas y de ubicacion
(139) y se contaron manualmente las correspondientes a los lados lesionados y no
lesionados dentro de cada seccidn. La cantidad de células NeuN positivas se cuantificd en
los lados ipsi y contra lesionado mediante el uso de un complemento de recuento de
particulas semiautomatico hecho a medida, basado en la deteccion de la intensidad de la
sefial, y filtrado por tamafio de particula y circularidad. Se tuvo especial cuidado en
descartar pequefias particulas circulares que mostraban altos niveles de autofluorescencia,
probablemente correspondientes a células inflamatorias, que estaban particularmente
presentes en el tejido perilesionado. Se calcul6 el porcentaje de recuentos de células NeuN
+ dentro del lado dafiado frente al lado no dafiado. Para cuantificar la preservacion del TCS,

el area que muestra una alta inmunorreactividad a PKCy localizada medialmente entre las
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columnas dorsales y la materia gris se traz6 y midi0 manualmente en secciones

representativas de los niveles espinales C3, C5 y C8.
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7 Analisis Estadistico

Se empleo la prueba t de Student de dos colas para analizar la variacion el porcentaje de
tejido preservado en el epicentro de la lesion (area total preservada, sustancia gris
preservada y sustancia blanca preservada).

Se aplicd el andlisis de varianza bidireccional de medidas repetidas (ANOVA) con los
grupos de rehabilitacion como factor comdn entre sujetos y la distancia al epicentro de la
lesion dentro de cada sujeto para analizar la variacion en tejido preservado, nimero de
motoneuronas, Células NeuN + y &rea corticoespinal a lo largo del eje rostro-caudal.

Se aplicé el analisis de varianza bidireccional de medidas repetidas (ANOVA) para datos
de comportamiento con los grupos de rehabilitacion como factor comun entre sujetos y
DPO dentro de cada sujeto para datos de R&G, Staircase, Cheerios y No Rehab. Cuando no
se observd ningan efecto o interaccion con el factor GRUPO, se aplicé el analisis post-hoc
de Dunnet para comparar los datos generales de Rehab y NoRehab con los niveles basales.
La puntuacion de un solo pellet de Whishaw se analiz6 mediante ANOVA de medidas
repetidas de tres vias con GRUPO como factor entre sujetos, PUNTO DE TIEMPO y
GESTO como factores intraindividuales. La locomocién se analiz6 mediante ANOVA de
una o dos vias, con GROUP como entre sujetos y PAW como factor dentro de los sujetos.
Posteriormente se aplicd el andlisis post-hoc con la correccion de Bonferroni para
comparaciones multiples. Cuando los datos no se ajustaban a la distribucién normal, se
aplicé el analisis de Friedman no paramétrico y se realizaron las posteriores comparaciones
post-hoc de Dunn corregidas para multiples medidas. Todos los datos se expresaron como
media + error estandar de la media (SEM). El nivel de significancia se fijo en p <0,05 en

todos los casos.
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RESULTADOS

1 Evaluacion de la rehabilitacion en la recuperacion de la destreza manual en

ratas con contusion cervical

En el presente estudio se plantea la hipétesis de que, después de una contusion medular leve
en la médula espinal cervical, los animales que realicen una rehabilitacion especializada
diaria de R&G mejoraran con el tiempo sus habilidades para usar su miembro afectado para
alcanzar y agarrar pellets individuales. Para ello se disefiaron dos experimentos, el primero
fue definir la contusion medular Optima para reducir la destreza manual en un grado
recuperable, el segundo experimento fue para determinar el efecto de la rehabilitacion
después de la LME; el entrenamiento mediante el cuél se cuantificé el grado de disfuncién
manual se baso en el entrenamiento de R&G de un Unico pellet (109), mientras que la tarea
de rehabilitacion fue establecida a partir de la tarea definida por G. Garcia-Alias (67). Con
este segundo experimento se quiso analizar, ademas del % de éxito de la tarea, la ejecucion
de esta en el caso de los intentos fallidos.

1.1 Determinacion de los parametros para infligir una LME que reduzca la destreza manual

Este experimento aborda los 2 primeros objetivos: comparar los déficits en la destreza
manual producidos por contusiones medulares de diferentes severidades y localizaciones en
ratas, y ademas, identificar la regién del segmento medular que provoca una afectacién en
el control fino de las manos si se encuentra lesionado tras la contusion en el segmento
medular de C5.

En primer lugar, se realizé una blsqueda bibliografica exhaustiva acerca de las LME
cervicales que permitio disefiar un experimento optimizado para esta pregunta preliminar.
Sobre la base de esta busqueda, se decidié acotar el estudio a estos 2 parametros:
localizacion de la intervencion e intensidad de la intervencion. Como variables de resultado
se registraron la severidad del dafio tisular y la pérdida de funcionalidad en una prueba

estandarizada.
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Localizacién de la intervencién

La intumescencia cervical se sitia entre C4 y T2, albergando las motoneuronas que
controlan los musculos de las articulaciones superiores. Si las motoneuronas mueren en la
lesion, el efector final del movimiento queda obsoleto, por lo que en este estudio se evita
lesionar en los niveles medulares de C7 a T2, que es donde se sitlan las motoneuronas que
controlan los musculos de la mano (140). Las LME experimentales en el nivel de C5
conllevan una reduccion de la movilidad manual después de la lesiobn que puede
recuperarse, en cierto grado, con el tiempo (104,141-145). Por ello, se opt6é por hacer las
lesiones en este nivel medular.

Como ya se ha comentado, las LME por hemi-seccién lateral o dorsal, provocan una
pérdida de la funcionalidad muy severa (146,147). Por otra parte, las LME provocadas en el
cuadrante dorsolateral y en el funiculo dorsal resultan en una mayor movilidad de la pata;
pero se ha observado un porcentaje de éxito mayor en las pruebas funcionales de animales
con lesion en el funiculo dorsal con respecto a los animales con lesion en la zona
dorsolateral (G. Garcia-Alias, resultados no publicados). Con esto en mente, se escogio el
siguiente abanico de localizaciones de la intervencion para evaluar la severidad de las

lesiones resultantes: lesidn central (C), lesion lateral (L) y lesién muy lateral (ML).

Intensidad de la intervencion

En los diferentes estudios que han empleado el método de LME por contusion en ratas en la
region cervical se ha observado que la aplicacion en el nivel medular de C5 con una fuerza
de 200-225 causa déficits funcionales severos que permiten una recuperacion espontanea
muy limitada (143,144). Por otra parte, las lesiones con una intensidad de 50 kilodinas
(KDynes) apenas provocan déficit funcional en los animales, que son capaces de recuperar
la funcionalidad por completo de forma espontanea (148). Por ello, se decidio estudiar los
resultados de las lesiones con tres niveles de intensidad de la contusion: 50KDynes, 100
KDynes y 150 KDynes.
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Severidad funcional de la lesion

Existen diferentes metodologias que permiten evaluar la severidad de las LME
experimentales descritas en la introduccion, se escogio el IBB (104) para cuantificar la
funcionalidad de las extremidades superiores antes y después de la lesion medular. Esta
escala es sencilla, informativa de la funcion manual, esta estandarizada y no requiere de

entrenamiento previo, lo que agiliza este proceso.

Severidad histoldgica de la lesion

De los métodos mas extendidos que existen para evaluar las afectaciones histoldgicas en la
médula espinal se escogio la tincion de Violeta de Cresilo. Esta tincion marca los nicleos
celulares permitiendo la diferenciacion entre la sustancia blanca de la sustancia gris ademas
de la identificacion de motoneuronas por diferenciacion de tamafio. La cavidad generada

tras la lesion medular también puede observarse con esta tincion (142,145,149).

1.1.1 Estudio de las fuerzas de contusion

Una vez acotados los parametros experimentales a sondear se realiz6 el procedimiento
experimental que constd de dos ensayos con ratas (Rattus norvegicus domestica) hembra de
la cepa Sprague-Dawley, en los cuales todas las puntuaciones preoperatorias en la escala
IBB fueron de 9 (puntuacion méaxima). En el primero se probaron contusiones centralizadas
de 50 y 100 KDynes. Para ello se emplearon 8 animales distribuidos de la siguiente forma:
1 animal control o sham (al que se le practica una cirugia placebo consistente en toda la
operacion excepto la contusién medular) y dos grupos problema de 3 y 4 animales que
recibieron una contusion en la médula de 50 y 100 KDynes respectivamente. De los 7
animales que fueron lesionados, uno del grupo de 100 KDynes tuvo que ser descartado

debido una contusion errénea.
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A los 14 dias postoperatorio (DPO) se cuantifico la severidad funcional de la lesion segln
la escala IBB, se sacrifico a los animales y se evalud el dafio tisular mediante la
observacion en cortes histologicos de la proporcion de sustancia blanca y gris en la region

afectada.

Los animales del grupo de 50 KDynes obtuvieron en todos los casos una puntuacion de 9
en la escala IBB (no mostraron ningun déficit funcional). Del grupo de 100 KDynes
solamente un animal mostrd déficits comportamentales con una puntuacion de 5 en la
escala IBB mientras que los otros 2 animales no mostraron déficits funcionales apreciables
con una puntuacion de 9 en la escala IBB, resultando en una puntuacion grupal de 7,67 +
1,33 (promedio+SEM) (Figura 13.A).

La histologia de los animales sham (Figura 13.C) no mostr6 diferencias apreciables con
respecto a los animales lesionados con 50 KDynes (Figura 13.D). Sin embargo, los
animales que recibieron una contusion de 100 KDynes tuvieron una preservacion promedio
de la sustancia blanca de un 81,43 + 1,75 % (Figura 13.B), con la mayor pérdida de tejido

localizada principalmente en el funiculo dorsal (Figura 13.E).
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Figura 16: Contusiones centralizadas. Representacion de la lesién funcional con la puntuacién IBB (A) y de la lesién
histolégica (B) que muestra el % de sustancia blanca preservada (sham, 50 KDynes y 100 KDynes). Secciones medulares
transversales de 35 pm tefiidas con Violeta de Cresilo de animales sham (C), con contusién de 50 KDynes (D) y 100
KDynes (E). Barra de escala 500pm.

FIGURA 13

1.1.2 Estudio de la localizacién de la contusion

En el segundo ensayo se buscé profundizar en la dimensién temporal de la recuperacion
funcional y en la localizacion de la lesion para lograr una caracterizacion mas fina de las
lesiones generadas. Se incluyeron 8 animales méas en los que se realizé una evaluacion
funcional post lesién a 3, 7, 14 y 30 dpo en los grupos de 50 KDynes (n=2), 100 KDynes
(n=5) y 150 KDynes (n=1, como control de fuerza extrema). Todas las contusiones tuvieron
una localizacion lateralizada en la médula, aunque en el grupo de 100 KDynes se
infligieron ademas lesiones con localizacion muy lateral, quedando distribuido entre 2
animales con contusién lateral y 3 animales con contusion muy lateral. De estos ultimos,
uno tuvo que ser descartado debido una contusion erronea.

La evolucidn funcional de los animales con los diferentes tipos de lesion se resume en la
figura 14. A.
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Los animales que recibieron una contusion de 50 KDynes no sufrieron déficits
comportamentales, obteniendo una puntuacion de 9 en la escala IBB sin variaciones desde
el dia 3 hasta el 30 post operatorio. Los animales con contusiones de 100 KDynes lateral
(n=2), mostraron una evolucién progresiva en la escala comportamental que fue desde una
puntuacion de 2,5 en la escala IBB a los 3dpo, hasta la recuperacion total (IBB=9) a los 30
dpo. Los valores en los tiempos intermedios fueron de 4,5 a los 7 dpo y de 6 a los 14 dpo.
Por otra parte, los animales con una contusion de 100 KDynes muy lateralizada (n=2),
tuvieron una puntuacion de 1 en la escala IBB a los 3 dpo que solo se recuperd hasta una
puntuacion de 4 en la escala IBB a los 30 dpo. Estos animales pasaron de tener un déficit
que no les permitia adaptar la mano al cereal, ya que tenian los dedos flexionados (IBB=1),
a aumentar la movilidad de las manos y la adaptacién digital al cereal (Figura B, C y D).
Los valores en los tiempos intermedios fueron de 3,5 a 7 dpo y de 4 a 14 dpo en la escala
IBB.

El animal que recibié una contusién de 150 KDynes lateralizada obtuvo una puntuacion
comportamental de 2 en la escala IBB a todos los dpo, confirmando la severidad extrema de

las lesiones provocadas con esta fuerza de contusion.
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Figura 14: Analisis de la evolucion funcional. Evolucion de la lesion funcional postoperatorio con la puntuacion
IBB promedio como resultado de las contusiones lateralizadas los dias 3, 7, 14 y 30 en los grupos sham (blanco), 50
KDynes (verde), 100 KDynes lateral (azul) y muy lateral (rayas azules) y 150 KDynes (rojo). Secuencia de imagenes
que representan la puntuaciéon IBB a un animal que recibié una contusion de 100 KDynes muy lateral. En el animal
sin lesion (B) se observa una adaptacion de los dedos de ambas manos al cereal. El mismo animal 3 dpo muestra una
puntuacion de 1 en la escala IBB (apenas toca el cereal y no puede adaptar los dedos). Pasados 30 dpo (D) el animal

ya realiza alguna sujecion palmar, sin que los dedos se adapten totalmente, obteniendo una puntuacion de 4 en la
escala IBB.
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La histologia de los animales con una contusion de 50 KDynes lateral no mostro diferencias
con respecto al control (Figura 15.A). Los 4 animales con contusion lateral o muy lateral de
100 KDynes mostraron una preservacion promedio de la SB de 84,38%, afectando al
funiculo lateral de la médula. La histologia del animal con contusion de 150 KDynes
mostrdé una preservacion de la sustancia blanca de un 59,5% en la que la pérdida de tejido

abarcaba practicamente una hemiseccion completa de la médula espinal.
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Figura 15: Contusiones lateralizadas. Secciones medulares transversales de 35 pum tefiidas con
Violeta de Cresilo de animales con contusion de 50 KDynes (A), 100 KDynes lateral (C) y muy
lateral (D) y 150 KDynes (B). Barra de escala 500pum. Representacion de la lesion histologica (E)

que muestra el % de sustancia blanca preservada (sham, 50 KDynes, 100 KDynes lateral y muy
lateral).

1.1.3 Efecto de la fuerzay la localizacion de la contusion
e Las contusiones de 50 KDynes no ejercieron una lesion suficiente para provocar

deéficits funcionales, con independencia de la localizacion. Por el contrario, la
contusion de 150 KDynes infligié una lesion demasiado severa, ya que disminuyo la
destreza manual en muy alto grado y de forma irrecuperable. En cuanto a las

lesiones de 100 KDynes, a pesar de que la preservacion histoldgica fue muy similar
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entre ellas (*80%), dieron lugar a resultados funcionales diferentes segun la
localizacion de la lesion: mientras que las lesiones laterales tuvieron una
disminucion funcional que se recuperd por completo, las lesiones muy laterales
mostraron una disminucion funcional inicial similar para la que no se alcanzé una
completa recuperacion en el tiempo del estudio y como ya se vio en el primer
experimento, las lesiones centrales no causaron ningun déficit funcional.

e La recuperacion completa y espontanea de la funcionalidad en las lesiones centrales
y laterales hace que estos tipos de lesion no resulten adecuados para experimentos
orientados a observar el efecto de la rehabilitacion. Por el contrario, la lesion de 100
KDynes muy lateralizada resulta idonea para explorar el efecto de la rehabilitacion
por permitir observar una recuperacion funcional que espontaneamente no llega a

ser completa.
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1.2 Efectos de una rehabilitacion a largo plazo en la recuperacion de la destreza manual

Gracias a los resultados del estudio anterior se pudo establecer un modelo de contusion que
permite estudiar el efecto de la rehabilitacion después de la lesion medular. Para cumplir
los objetivos 1.B.1-1.B.4 se planteo el siguiente experimento en el cudl se evalud a largo
plazo la disfuncion de la destreza manual en ratas con LME (Figura 16). Participaron 15
ratas hembra de la cepa Long Evans que fueron entrenadas durante 21 sesiones para la tarea
de R&G. Una vez aprendida la tarea se les infligio una contusion medular de 100 KDynes
en el hemisferio medular de su pata preferente. Los animales se dividieron en 2 grupos
experimentales, el grupo de Rehab (N=7), que recibié rehabilitacion diaria de las
extremidades superiores y el grupo de No Rehab (N=6) el cual no recibi6é ningln tipo de
rehabilitacion. Durante ocho meses se evaludé quincenalmente la puntuacién obtenida en la
prueba funcional de R&G en ambos grupos. Al final del experimento se evalu6 su funcion
locomotora para corroborar que la contusion cervical moderada no afecta a la locomocion,
ya que la destreza manual es la Unica funcién que se pretende perjudicar con esta lesion.
Los animales fueron perfundidos con PFA al 4% y su ME fue seccionada transversalmente
para observar, mediante IHQ vy tinciones histoldgicas el n°® de neuronas y MN afectadas en
la lesion, el % de preservacion del tejido (SB, SG y TCE) y su extension a lo largo de la
ME

Entregzréliento Rehabilitacién diaria Perfusi6én  Histologia
|
<v> > » Neuronas
R Evaluacién quincenal R&G ! » Motoneuronas
T T T T [ I l T » % Preservacion tejido

N=15 . Sustancia bl'fmca

I I + Sustancia gris

0 1 2 3 4 5 6 < 8 9 10 * Tracto corticoespinal

Meses

Figura 16: Representacion temporal para el disefio del experimento 1: Efecto de la rehabilitacion a largo
plazo.
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1.2.1 Entrenamiento R&G

24 ratas hembra se incluyeron en el entrenamiento diario de R&G. Los animales que
durante 25 sesiones aprendieron la tarea (Nitw=20) alcanzaron un 80 + 3 % de éxito (Figura
17). Los animales que no aprendieron fueron utilizados como control histoldgico (N=4).
Durante la fase de entrenamiento, un animal fallecié por asfixia repentina y otro animal fue

sacrificado por crecimiento aberrante del diente incisivo (Nt=18).
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Figura 17: Proceso de aprendizaje de R&G. Antes de la lesion todos los animales aprendieron a alcanzar y agarrar
después de 25 sesiones con un 80 + 3 % de éxito

1.2.2 Lesién de médula espinal por contusién

Una vez que los animales alcanzaron el plateau de aprendizaje de R&G, los animales del
grupo de No Rehab y Rehab recibieron respectivamente una contusion de 105 + 12 y 107 +
3 KDynes en el funiculo lateral del segmento espinal C5 (Figura 18.A), ipsilateral a la pata
preferente utilizada para alcanzar y agarrar. La velocidad de contusion fue de 123 £ 3,2 y
130 + 0,8 mm/s (Figura 18.B), lo que produjo un desplazamiento de tejido de 1547 + 115
um y 1469 + 99 um (Figura 18.C) en los grupos No Rehab y Rehab, respectivamente.
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El epicentro de la lesion afecto a las areas dorsal y lateral del funiculo lateral y casi por
completo el asta dorsal de la sustancia gris, media y ventral. Por el contrario, los funiculos
ventrolaterales, las columnas dorsales y el hemicordio contralesional no se vieron muy
afectados (Figura 19A). Todos los animales contusionados presentaron dafios tisulares
similares a los representados en el diagrama superpuesto (Figura 19B). El porcentaje de
tejido de sustancia blanca preservada en el sitio de la lesion versus el no lesionado fue 42 +
4% para el grupo de rehabilitacion y 43 + 2% para el grupo de no rehabilitacion, y el
porcentaje de sustancia gris preservada representd 47 + 3 % y 53 + 5%, respectivamente.
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 19C, D).

Durante todo el seguimiento, los animales de No Rehab y Rehab ganaron peso y alcanzaron
316 + 14 gr y 339 + 8 gr respectivamente al final del estudio. Después de la LME tres
animales fallecieron y dos animales recibieron una lesién incorrecta, por lo que se
descartaron (Nitw=13). A lo largo del estudio, todos los animales pudieron moverse y
utilizar la extremidad anterior afectada para mantener su postura, moverse y manipular los
pellets. No se observaron signos de dolor, disfuncion vesical, estrés o malestar. Estos
resultados prueban que todos los animales recibieron lesiones de gravedad anatémica
similar. Por lo tanto, el deterioro del comportamiento y la recuperacion logrados durante el

seguimiento no estuvieron sesgados por las diferencias en la conservacion de tejidos.
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Figura 18: Parametros controlados en la contusion cervical. Se muestran los datos grupales de Fuerza (A), Velocidad
(B) y Desplazamiento (C) para los grupos experimentales de No Rehab (granate) y Rehab (blanco).
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Figura 19: Daifo histolégico en la zona de la lesion. (A) Fotografia de la seccién transversal espinal del nivel C5 tefida
con violeta de cresilo y luxol fast blue perteneciente a un animal al que se le infligié una contusiénde 100 KDynesen
CS. (B) Superposicion de dibujos del perimetro de la seccién transversal del epicentro de la lesién de todos los
animales, que muestran ubicaciones similares de la lesién. (C-D) Histogramas con elporcentaje promedio de sustanda
gris (C) y blanca (D) preservada del hemicordio lesionado (con respecto al hemicordio no lesionado). (E) Evolucion del
peso corporal (gramos) desde el inicio del entrenamiento hasta el final del experimento 8 meses despuésde la lesion,
en el que puede observarse la bajada de peso tras la lesién medulary su posterior recuperacién, en ambos grupos
experimentales. MPO=Meses postoperatorio. Barra de escala= 500 um.
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1.2.3 Cambio de pata preferente después de la LME

Despueés de la lesion medular se dividio a los animales en dos grupos randomizados de
Rehab (N=7) y No Rehab (N=6) en los que se evaluo la tarea de R&G cada dos semanas
durante los ocho meses de seguimiento. A lo largo de este periodo, la mitad de los animales
de los grupos Rehab y NoRehab adoptaron espontaneamente la estrategia de cambiar la
preferencia de sus patas delanteras para alcanzar los pellets presentados. Estos animales
realizaron, después de la lesion, <50% de los intentos con su pata preferente original desde
el dia 23 £ 6 en el grupo Rehab y desde el dia 61 + 31 en el grupo No Rehab (diferencia no
significativa en el punto de tiempo de cambio de pata), aumentando el uso de la pata no
lesionada hasta que exclusivamente solo utilizaban esta pata para realizar todos los intentos.
Se intent6 averiguar el motivo por el cual los animales cambiaban de pata relacionando
diferentes eventos, pero ninguno de ellos mostré una relacion directa con el cambio de pata.
Los parametros que se relacionaron fueron el n° de sesion de entrenamiento en el que
empezaron a hacer R&G, el % de tejido preservado, el % de acierto antes de la lesion, el
tiempo que tardaban en realizar una sesién de entrenamiento (pre-lesién) y su pata
preferente (derecha o izquierda). Asimismo, encontramos que la realizacion del
movimiento (% de éxito), antes de la lesion con su pata preferente y después de la lesion
con su pata no preferente, era muy similar en cada uno de los sujetos de ambos grupos
(Figura 20). Solo aquellos animales que mantuvieron su preferencia original de patas
delanteras se incluyeron en el analisis R&G posterior. Todos los animales se incluyeron en
el analisis de la locomocion y la evaluacion histoldgica a los 8 meses después de la lesion,
ya que no se encontraron diferencias respecto a este entre los animales que cambiaban de

pata y los que no cambiaban.
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Figura 20: Similitud entre el porcentaje de éxito con ambas patas (preferente y no preferente) antes y
después de la lesién de los 6 animales que cambiaban de pata al realizar la prueba de R&G. Después de la
lesion, la mitad de los animales de ambos grupos cambiaron de pata para ejecutar el movimiento de R&G,
impidiendo el seguimiento de la recuperacion. Estos animales obtuvieron unas puntuaciones muy similares
intra-individualmente en la ejecucion de la tarea entre los tiempos pre-lesidn, con su pata preferente, y post-
lesion con su pata no preferente.

1.2.4 Analisis de gestos Whishaw

El andlisis de video detallado de los intentos exitosos realizados 8 meses después de la
lesion reveld las similitudes y diferencias en los gestos del movimiento de R&G en ambos
grupos (Véase en Materiales y Métodos el apartado 3.3.3 Escala de clasificacion del
movimiento Whishaw). Previamente a la lesion los animales ejecutaron una secuencia de
gestos muy estereotipados (Figura 21.A), algunos de los cuales eran diferentes después de
la lesion (Figura 21.B). Ocho meses después de la lesion, los animales de ambos grupos
pudieron levantar y extender sus extremidades por la ventana en todos los intentos
probados, aungue con un % de éxito muy bajo. Durante la extension de la pata, la abertura
de los dedos se recuperd en menor medida en el grupo de NoRehab y ambos grupos
ejecutaron una pronacién incompleta en la parte superior del pellet al agarrarlo. Una vez

que se agarro el pellet, se retiro la pata con una supinacion incompleta hacia la boca y en
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las ultimas etapas de la recuperacion, la extremidad contralateral ayudo, en algunos casos, a
conducir la extremidad afectada con el pellet hacia la boca (Fig 21.B). Ademas, los
animales acercaron la cabeza hacia el pellet, en lugar del pellet hacia la boca. EI ANOVA
de tres vias revel6 un efecto significativo del grupo x punto de tiempo x gesto (F (10, 40) =
2.92, p <0.01), y las comparaciones de Bonferroni mostraron diferencias significativas
entre los grupos No Rehab y Rehab a los 8 meses durante la extension de los dedos,
pronacion, agarre, supinacion I&I1 y los gestos de liberacion obtuvieron puntuaciones
significativamente mayores para los grupos NoRehab y Rehab al comparar los datos de 8

meses y preoperatorios (Figura 21.C).
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Figura 21: Secuencia de gestos en el movimiento de R&G. La primera fila (A) corresponde a la secuencia
fotogramas que muestra los gestos de R&G en un animal totalmente ileso mientras que la segunda fila (B) representa el
movimiento exitoso 8 meses después de la LME. (C) Cuantificacién en escala Whishaw de los gestos realizados por los
grupos Rehab y No Rehab cuando alcanzan y agarran pellets con éxito a los 8 meses después de la lesion frente a antes
de la lesion. Gestos: Or: Orientacion, El: Elevacién, Dc: Digitos cerrados, Ob: Objetivo, Av: Avance, Da: Digitos
abiertos, Pr: Pronacion, Ag: Agarre, SI: Supinacion I, SII: Supinacion Il, Li: Liberacion. Posteriormente al ANOVA de
tres vias (GRUPO x PUNTO DE TIEMPO x GESTO interaccion: F (15 40 = 2.92, p <0.01), el post hoc de Bonferroni
mostro diferencias entre los grupos No Rehab y Rehab (### p <0.001) y al comparar 8 meses y datos preoperatorios
(*p <0.05; ***p <0.001). Los datos preoperatorios de Rehab y No Rehab se representan juntos para facilitar la
interpretacion visual, pero el andlisis se realiz6 conservando la diferenciacion Rehab / No Rehab.
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1.2.5 Porcentaje de éxito

A los 7 DPO, el nimero de pellets ingeridos se redujo a 0 en ambos grupos y permanecio
sin cambios hasta el ~ 3er mes después de la lesion. Se logro un ligero aumento a 5.3 £ 3.9
y 5.3 + 1.3 de pellets ingeridos en los grupos No Rehab y Rehab a los 3 y 2.5 meses
después de la lesion, respectivamente, sin mejoria adicional durante los siguientes meses de
seguimiento funcional (Figura 22). El andlisis estadistico ANOVA bidireccional no mostro
ningun efecto del grupo de rehabilitacion ni interaccion entre los factores (F (1, 4y = 0,138, p
= 0,73y F @gs 72 = 1,12, p = 0,35, respectivamente) pero si se observd un efecto
significativo del tiempo (F (s, 72) = 20,1, p <0,001). El aumento en el nimero de pellets
ingeridos para ambos grupos fue significativo a partir de los 3 meses posteriores a la lesion
en comparacion con los valores de 7 DPI (comparaciones de Dunnet, Figura 22).

Evaluacion del Exito

1 -0~ No Rehab
-O0- Rehab

N° Intentos

Figura 22: Recuperacion de la destreza manual. Evaluacion de la destreza manual mediante la tarea de R&G en la
que se representa el éxito en su ejecucion: nimero promedio de pellets consumidos por los grupos Rehab y No Rehab
en cada sesion de prueba a lo largo de los 8 meses de seguimiento. Después de ANOVA bidireccional (efecto PUNTO
DE TIEMPO: F (45 72, = 20,1, p <0,001), se realizaron las comparaciones de Bonferroni frente a los valores de 7 dpo
(*p <0,05; * *p <0,01) para los valores No Rehab / Rehab juntos.

1.2.6 Porcentaje de errores en R&G

Tras la cuantificacion del tipo de error en los intentos fallidos se encontraron diferencias
drésticas en el tipo de errores realizados durante la tarea. En cada sesion de prueba, los
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intentos fallidos se cuantificaron y categorizaron mediante una escala semicuantitativa,
segun la naturaleza del error cometido (véase en el apartado de Materiales y Métodos). La
interrupcion de los funiculos laterales de la sustancia blanca no impidié que los animales
intentaran realizar el movimiento de R&G y ninguno de los animales cometid errores 0 ni 1
(puntuando la incapacidad para levantar la pata o levantarla del suelo, respectivamente, en
cualquier momento). El error mas severo realizado al final de la evaluacion funcional fue el
tipo 2, en el que el avance de la pata era demasiado corto para sacar la pata por la ventana.
Pocos de estos errores fueron realizados por animales Rehab o No Rehab, sin diferencias
entre los grupos (Fig 23.D). En el error tipo 3, la pata se extiende a través de la ventana y la
longitud del avance fue lo suficientemente extensa para alcanzar el pellet, sin embargo, el
pellet estaba fuera del objetivo desde la direccion del avance de la extremidad. Los
animales de ambos grupos realizaron este error de manera similar, mostrando un alto
porcentaje durante los primeros dos meses después de la lesion que disminuyd
gradualmente con el tiempo (F (18, 72) = 2.76, p <0.01 para el efecto del tiempo) (Fig 23.E).
Los animales del grupo Rehab tendieron a realizar este error en un menor porcentaje de
intentos, aunque no se observaron diferencias significativas (F (1, 4= 2.52, p = 0.18 para el
efecto de grupo). Los tipos de error 4 y 5 involucraron las Ultimas etapas del intento de
R&G e incluyeron errores en el proceso de agarre y transporte del pellet. Mientras que en el
error tipo 4 el pellet se desplazé de la plataforma durante la aproximacion de los dedos
hacia ella, en el error tipo 5 el pellet se cayd una vez agarrado o transportado a la boca.
Ambos grupos de animales tuvieron un porcentaje similar de error 4, que se mantuvo
constante a lo largo de todo el seguimiento (Figura 23.F). Por el contrario, el tipo de error 5
(Figura X.G) aument6 durante el seguimiento (F (s, 72) = 4.14, p <0.001 para el efecto del
tiempo), siendo mayor en el grupo de Rehab (F (1, 4y = 10.9, p <0.05 para el grupo efecto).
Las diferencias entre los grupos representaron todo el periodo de rehabilitacién, pero no

puntos especificos de tiempo.

El coeficiente de variacién del error (CV- error) se calculé para cada punto de tiempo
como una medida de la variabilidad del tipo de error (Figura 23.H). La progresion del CV-
error fue similar para ambos grupos hasta el mes 3.5, un periodo durante el cual se pudo

observar un CV-error aumentado después de la lesion seguido de una disminucion parcial.
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Después de 3,5 meses, las curvas de los grupos No Rehab y Rehab iniciaron una
divergencia progresiva que se hizo mas evidente al final del experimento. La interseccion
entre ambas curvas se marcé arbitrariamente para distinguir las fases 1 y Il (Figura 23.H).
Se encontraron diferencias estadisticas en la fase Il (prueba de Kolmogorov-Smirnov; p
<0,005) pero no en la fase | (prueba de Kolmogorov-Smirnov; p = 0,94). En la fase I, la
distribucion del nimero total de intentos para cada tipo de error mostrd un pico maximo de
error tipo 3 en los animales NoRehab, aunque sin diferencias con los otros tipos de error
(prueba de Friedman, p = 0,30), mientras que el grupo de Rehab tuvo una distribucion
similar de los tipos de error 3, 4 y 5 (prueba de Friedman, p = 0,28). En la fase I, el grupo
No Rehab alcanzé una distribucion como la obtenida en la fase | por el grupo de Rehab,
con una cantidad similar de errores de los tipos 3, 4 y 5, mientras que los animales de
Rehab tendieron a tener un pico maximo de error de tipo 5. En la fase |, los errores de tipo
3 fueron los méas abundantes realizados por el grupo NoRehab, aunque sin diferencias al
compararlos con los otros tipos de error (prueba de Friedman, p = 0,30). Los animales de
rehabilitacién realizaron una cantidad similar de errores de los tipos 3, 4 y 5 (prueba de
Friedman, p = 0,28). En la fase Il, el grupo NoRehab realiz6 una cantidad similar de tipos
de error 3, 4 y 5, mientras que los animales del grupo Rehab tendian a tener un pico

maximo de error tipo 5 (prueba de Friedman, p <0,05, tipo de error 5 vs tipo de error 2).
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Figura 23: Variabilidad del error en tarea de R&G. Fotografias que muestran la secuenciade gestos de animales 8 meses
después de la lesion realizando (A) error tipo 3, (B) error tipo 4 y (C) error tipo 5. Puede observarseel desplazamientodel
pellet (B, j’) durante la apertura (error tipo4) y cierre delos dedos (C, s”) durante el agarre (error tipo 5). (D-G) Namero
promediode intentos de los grupos No Rehab y Rehab con (D) tipo de error2, (E) tipo de error 3, (F) tipo de error4 y (G)
tipo de error 5 realizados en cada sesion de prueba a lo largo de los 8 meses de seguimiento. Ladiferencia entre los grupos
en el tipo de error 5 representa todo el periodo (F (1, 4y = 10,9, #p <0,05). (H) Coeficiente de variacion del tipo de error en los
grupos de No Rehab y Rehab durante el seguimiento. Las Fases I y II estan arbitrariamente separadas porla interseccién de
la curva de grupos, como un punto indicativo de ladiferente tendencia entre grupos. Después del ANOVA de dos vias paa
la fase II (efectos de GRUPO y PUNTO DE TIEMPO: F (1 4= 9.67, p<0.05 y F (19, 40y = 2.41, p <0.05), las comparaciones
de Bonferroni muestran diferencias entre grupos (# p <0,05). (I) Coeficiente de variacién del tipo de error general promedio
durante la fase I y la fase Il (GRUPO x FASE: F (;, 109y=11.2, p <0.01), también se muestran las diferencias en la prueba
post-hoc de Bonferroni entre grupos (## p <0,01) y entre fases (% % p <0,01). Histogramas que muestran la cantidad total de
cada tipo de error realizado porlos grupos No Rehab y Rehaben (J) fase Iy (K) fase IT del seguimiento. La prucba de
Friedman revel6 un efecto TIPO DE ERROR (F (3.12,=9,00, p<0,01) durante lafase Il en el grupo de Rehab; se muestran
diferencias significativas de Dunn entre los tipos de emror (% p <0.05).
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La base de apoyo de los animales fue similar entre los grupos No Rehab y Rehab y también
en comparacion con los animales no lesionados (F (, 13 = 0.260, p = 0.77) (Fig. 24B). Ni la
longitud de la zancada ipsi de la extremidad anterior ni la contralesionada difirieron de los
valores de control (Figura 24C) y no se encontraron diferencias entre los grupos o los lados
(F 2,13y = 0.198, p = 0.82 para el efecto de grupo y F (1, 13) ) = 0,615, p = 0,45 para efectos
secundarios). Por otro lado, la distancia entre el segundo y el quinto dedo se redujo en la
pata ipsilesionada pero no en la contralesionada en los grupos Rehab y No Rehab en
comparacion con los animales control (F (2, 13) = 4,90, p <0.05; F (1, 13y=13.5, p<0.01; y F
@ 13) = 4.87, p <0.05, respectivamente, para efectos secundarios grupales, secundarios y
grupales x) (Fig. 4D). Las comparaciones de Bonferroni confirmaron la ausencia de

diferencias entre Rehab y No Rehab ipsilateral entre la distancia del 2° al 5° dedo.
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Figura 24: Andlisis de la locomocién. (A) Huellas de las patas delanteras derecha e izquierda (azul) y de las patas
traseras (negro) de un control ileso y de un animal 8 meses después de la contusion espinal. (B-D) Histogramas de los
valores medios promediados de diferentes parametros de la marcha ((B) base de apoyo, (C) longitud de la zancada y
(D) distancia del 2° al 5° digito) comparando los grupos No Rehab y Rehab con los valores obtenidos de animales de
control ilesos. (C: contra-lesional; I: ipsi-lesional). La distancia de digitos mostr6 un efecto GRUPO X LADO (F ;13
=4.87, p <0.05); Se representan las comparaciones entre grupos (#p <0.05, ## p <0.01 vs control) de Bonferroni (*p
<0.05, * %p <0.01).
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Conclusiones COMPORTAMENTALES:

Tomados en conjunto, estos resultados indican que los animales sometidos a rehabilitacion
diaria durante largo plazo con tareas especificas de las extremidades anteriores no
recuperaron la capacidad de realizar R&G de manera eficiente, ya que no adquirieron la
habilidad para agarrar y soltar consistentemente el pellet en la boca. Ademas, los gestos
similares mostrados por ambos grupos de animales sugieren el uso de una estrategia motora
comun con el R&G. Sin embargo, la diferencia en el nimero de errores, calidad y
evolucion a lo largo del tiempo, como lo demuestra el coeficiente de variacion del error,
indica que la rehabilitacion mejor6 el R&G al disminuir la variabilidad del error y al llevar

el rendimiento del R&G a las ultimas etapas de cada intento.

Los resultados referentes al analisis de locomocion evidencian que los animales
mantuvieron la capacidad de articular sus extremidades y usar sus patas para moverse. La
pata delantera afectada no estaba cerrada y se usé de apoyo plantar para dar pasos. Sin
embargo, como se observo durante el analisis de R&G, los digitos no se extendieron al
méaximo. La lesion infligida no fue lo suficientemente grave como para restringir el
movimiento del animal, por lo tanto, las deficiencias durante el R&G no se debieron a la

incapacidad fisica para usar sus patas delanteras, sino a defectos neuroldgicos.

1.2.7 Extension de la lesion tisular

Para analizar la extension rostro-caudal de la lesion, representada como el porcentaje de
tejido preservado del lado medular lesionado con respecto al contralesionado, se utilizaron
cortes espinales transversales seriados co-marcados con las tinciones de Violeta de Cresilo
y Luxol Fast blue desde C2 a T2 (Fig. 25A) El epicentro de la lesion se definié como la
seccion con la minima cantidad de tejido espinal conservado. El dafio tisular se
circunscribié al sitio de la lesién, extendiéndose longitudinalmente 1-1.5 mm rostral y
caudal desde el epicentro de la lesion (F (14, 1100 = 26.2, p <0.0001 como efecto de la

distancia. La extension del dafio tisular fue confirmada por comparaciones de Bonferroni
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con respecto a los valores de control obtenidos del tejido no dafiado a 6 mm rostral de la
lesion). No hubo dafios estructurales en_los segmentos espinales méas alla de este punto. No
se encontraron diferencias entre los grupos No Rehab y Rehab (F (14, 1100 = 0,75, p = 0,72
como efecto de la distancia del grupo) (Fig. 26B). La supervivencia neuronal se evaluo
como el porcentaje de células inmuno-positivas al anticuerpo NeuN (Chen et al., 2016;
Duan et al., 2016). La supervivencia de las motorneuronas se midié mediante el contaje de
motoneuronas tefiidas con Violeta de Cresilo que marcaban los somas de tamafio igual o
superior a 100x100um ubicadas en la lamina 1X (106,150) en el lado ipsi con respecto al
contralesionado. No se observaron diferencias entre los grupos para los recuentos de células
NeuN + o motoneuronas (respectivamente F (1,100 = 0.0, p = 0.99 y F (1, 10) = 0.015, p =
0.90). La supervivencia de las neuronas se redujo a 33 = 5% y 31 + 6% en los grupos
Rehab y NoRehab en la zona de la lesion (Fig. 6C). La recuperacion de valores similares a
los del lado contresionado se alcanzé a 2,1 mm rostral y 1,7 mm caudal desde el epicentro
(analisis post-hoc de Bonferroni). En el lado de la médula espinal no dafiada, el nimero de
motoneuronas aumentd a lo largo del eje cervical rostro-caudal, de acuerdo con la
distribucion espacial de los grupos de motoneuronas de los muasculos de las extremidades
anteriores (McKenna et al., 2000) (Fig. 6D). No hubo supervivencia de las motoneuronas
en el epicentro de la lesion en ninguno de los grupos y se redujeron drasticamente en la
region de la penumbra, extendiéndose rostralmente 1,4 mm y 0,7 mm caudalmente desde el
epicentro. Los recuentos de motoneuronas del lado ipsi y contralesionado fueron
comparables a 1,75 mm rostral y 1,1 mm caudal desde el epicentro (comparaciones de
Bonferroni). No se observé dafio en las motoneuronas de ninguno de los animales en los
segmentos espinales cervicales distales (Fig. 6D, E), que hospedan las motoneuronas que
controlan los musculos distales de las extremidades anteriores (151). Dado que el tracto
corticoespinal es una via descendente importante que controla el control motor fino (152),
su integridad se midié mediante el &rea de inmunotincion de PKCy (153) en los funiculos
dorsales de la médula espinal cervical (Figura 6F). En los animales control sin lesion, el
area corticoespinal disminuy6 a lo largo del eje rostro-caudal de la médula espinal (efecto
del nivel espinal: F (2, 24) = 52,4, p <0,0001) (Fig. 6G). En ninguno de los grupos
experimentales la contusion afectdé gravemente la integridad del tracto corticoespinal, ya
que las areas cuantificadas en C5 y C8 se asemejaron al area promedio de los animales
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ilesos, sin diferencias estadisticas entre los grupos (F 2,12y = 1.26, p = 0.32 Yy F (4, 24y = 1.48,
p = 0.24 como efectos de la interaccion grupo y grupo x nivel espinal) (Fig. 5A).
FIGURA 25
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Figura 27: Daiio anatémico a lo largo dela intumescencia cervical. (A) Serie de fotografias de secciones trans versales
de lamédula espinal de C2 a T2 tefiidas con violeta de cresilo y luxol fast blue de un animal contusionado. La lesion
se limita al epicentro y se extiende unos milimetros rostral y caudalmente. (B-C) Cuantificacion del (B) parénquima
espinal preservado y (C) recuentos de neuronas (NeuN") en el hemicordio lesionado (ipsilateral) en comparacion con
el hemicordio contralateral para los grupos de No Rehab y Rehab. Se encontré un efecto de DISTANCIA desde el
epicentro (F (14 110)=26.2, p<0.001 paratejido preservado y F (34, 310 = 25.9, p <0.001 para recuento de neuronas). Se
muestran las comparaciones de Bonferroni vs segmentos espinales rostrales (% p <0.05, %% p<0.01, % %% p<0001).
(D) Cuantificacion del niimero de motoneuronas por seccién del lado lesionado en comparacion con el no lesionado a
lo largo del agrandamiento de la intumescenda cervical (efecto LATERAL: F (4, 410y = 154, p <0,001). Las
comparaciones entre lados de Bonferroni (# p <0.05, ## p <0.01) se realizaron para los valores No Rehab / Rehab
juntos. (E)Fotografias de cortes transversales de la columna (C3, CS, C8)tefiidos con el marcador neuronal NeuN de
un animal conunacontusiéon en C5. (F) Fotografias de cortes espinales transversales (C3, C5, C8) que muestran los
funiculos dorsales de un control y unanimal lesionado, con el tracto corticoespinal tefiido con PKCy y delineado. (G)
Cuantificacion de la cantidad de drea conservada del tracto corticoespinal en C3, C5, C8. Se encontraron diferencias
a lo largo del eje rostrocaudal (F (2, 24y=52.4,p <0.001), entre C3 y el epicentro (C5) y tambiénentre C3 y los
segmentos espinales caudales (% % %p <(.00 1), pero no entre grupos.

En conjunto, estos resultados indican que una contusion moderada infligida a los funiculos

laterales dorsales generé un dafio local a la médula espinal que afecté exclusivamente al
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segmento espinal contusionado. El dafio tisular y la muerte neuronal se circunscribieron a la
zona de la lesion, sin extenderse a los segmentos distales de la médula espinal cervical que
albergan las motoneuronas y las interneuronas segmentarias que controlan los musculos
distales de las extremidades anteriores. Ademas, la lesion apenas afectd el tracto
corticoespinal, cuya conservacion estuvo cerca de los valores ilesos a lo largo de toda la
intumescencia cervical, mostrando como su preservacion no es suficiente para mantener la

destreza manual.
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2 Implementacion de un programa de rehabilitacidn en ratones con Ime para

promover la recuperacion de la destreza manual.

Este estudio forma parte del proyecto “Estimulacion eléctrica no invasiva de la médula
espinal cervical para facilitar la recuperacion funcional del brazo y la mano en pacientes
con lesion de la médula espinal cervical traumatica incompleta”, en el cual participan
Guillermo Garcia-Alias como coordinador de proyecto, Andrew Jackson desde el Instituto
de Neurociencias de Newcastle University, Joan Vidal desde el Intituto Guttman de
Barcelona y Joel C. Glover desde la Universidad de Oslo (UiO). La parte de este proyecto
que se llevo a cabo en Olso fue examinar la recuperacion de la destreza manual después de
la LME cervical en ratones. Los objetivos principales de este proyecto son 1. Caracterizar
la LME cervical por contusion en ratones con el dispositivo de Horizon Impactor, 2.
Caracterizar la prueba comportamental de destreza manual de R&G, tanto su entrenamiento
como su andlisis y 3. Evaluar el efecto de la rehabilitacion en la recuperacion de la destreza

manual después de una LME por contusién.

Para ello se llevaron a cabo 2 experimentos. El primero sirvié para caracterizar la LME en
ratones y establecer un modelo de lesién. En el segundo experimento se realiz6 la LME
establecida y se evalu6 el efecto de la rehabilitacion en la recuperacion de la destreza
manual. La tarea de rehabilitacion que se llevo a cabo en este experimento fue la misma
que se evaluaba, el R&G, de esta forma se pudo observar el efecto de una rehabilitacion
especifica de la tarea.

2.1 Caracterizacion de un modelo de contusion cervical en la médula espinal de raton

Para la caracterizacion de la LME se realizd una busqueda y comparacion de los pocos
estudios publicados acerca de LME cervical en ratones. El tipo de LME escogida fue la
contusion medular con el dispositivo Horizon Impactor, ya que permite la homogeneizacion
metodologica entre laboratorios ademas de ser uno de los modelos que mejor mimetiza las

lesiones traumaticas en humanos. La localizacion de la lesién fue lateralizada en la ME, en
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el segmento medular que pertenece a la vértebra C4, tras definir la pata preferente en el
entrenamiento de R&G. Con respecto al pardmetro de la intensidad de la intervencion, se ha
observado que las contusiones centralizadas de 80 KDynes en C5 resultaban en una
disminucion de la fuerza de las extremidades delanteras que no se recuperaba tras 8
semanas (154). Ademaés se ha visto que las contusiones a nivel de C5 de 75 KDynes
mostraban una disminucidn funcional de la destreza manual en el test de Montoya Staircase
que no mostraba recuperacion después de 12 semanas (58). Las contusiones de 50 KDynes
en C5 provocan una disminucién tanto de la fuerza como del uso de la pata lesionada en el
test del cilindro, con una posterior recuperacion parcial a los 45 DPO (155). Por otra parte,
los resultados de las contusiones de 40 KDynes en C5 o en C6 con un tiempo de
permanencia del émbolo dentro de la médula (dwell time) de 2 segundos, adquieren una
recuperacion total de la fuerza a las 6 semanas (156). Teniendo en cuenta los anteriores
hallazgos, se decidio estudiar los resultados de las lesiones con cuatro niveles de intensidad
de la contusion: 40 KDynes (n=2), 50 KDynes (n=2) y 60 KDynes (n=1) sin tiempo de
permanencia del émbolo dentro de la médula.

Para analizar la severidad funcional de la lesion se utilizd la escala IBB de forma

preoperatoria, 1 y 2 semanas después de la lesion (135).

Resultados:

Todos los animales obtuvieron una puntuacién de 9 en la escala IBB antes de la lesion
(Figura X.A). Los animales que recibieron una lesion de 40 KDynes obtuvieron una
puntuacion en la escala IBB de 7 y 8 una semana después de la lesion (Figura X.B)., que se
recuperod hasta la puntuacion de 9 a las 2 semanas después de la lesién (Figura X.C). Esta
puntuacion refleja que después de la lesion se observo una reduccion en el contacto con
todos los dedos en el cereal y la posicion predominante de la mano era parcialmente
extendida pero adaptable. Estos déficits se recuperaron casi por completo a las dos
semanas.

Los animales a los que se les infligiéo una LME de 50 KDynes obtuvieron una puntuacion

de 2 en la escala IBB una semana después de la lesion (Figura X.D)., que se recuperd hasta
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una puntuacion de 6,5 + 0,5 a las 2 semanas después de la lesion (Figura X.E). Esta
puntuacion muestra como la lesion disminuye la movilidad de los dedos con una posicion
un poco agarrotada, fija y flexionada de la mano. Este déficit se recuperd dos semanas
después de la lesion aumentando la flexibilidad y el contacto de los digitos con el cereal,
sin alcanzar la recuperacion total del movimiento. Por ultimo, el animal del grupo de 60
KDynes también disminuyo su movilidad una semana después de la lesion hasta alcanzar
una puntuacion de 1 + 1 en la escala IBB (Figura 28.F)., y solo se recuperd hasta la
puntuacion de 1,5 + 1,5 en la escala IBB (Figura 28.G). Esto supuso unos déficits
comportamentales similares al grupo de 50 KDynes, pero en este caso solo se recupero
parcialmente la capacidad de adaptar la mano al cereal. Para encontrar la contusion optima
que reduzca la destreza manual en un grado recuperable, parcial pero no totalmente, de
forma espontanea, se comparo6 la evolucion de la puntuacion IBB entre dias. El anélisis
Two-Way ANOVA reveld una interaccion entre el factor grupo de fuerza X dia
(F,6=20,78, P=0,0012) mostrando diferencias en grupo de 50 KDynes, entre los valores
preoperatorio y 7 dpo (P=0,0006), 7 dpo y 14 dpo (P=0,0064), pero no entre preoperatorio
y 14 dpo (Figura X.H). También se observaron diferencias en el grupo de 60 KDynes entre
los valores preoperatorios con 7 y 14 dpo (P=0,0003 y 0,0004), pero no fueron observadas

entre los dias postoperatorios.
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Figura 28: Evaluacion de la destreza manual por el método IBB. Un animal sin lesién manipula los cereales con
ambas manos adaptadas a la pieza de comida (A). Las lesiones de 40 KDynes no muestran déficits a los 7 DPO (B) ni
a los 14 DPO (C), mientras que las lesiones de 50 y 60 KDynes provocan una disminucion del contacto de la mano
lesionada a los 7 DPO (D y F) que se recupera parcialmente a los 14 DPO (E y G). La puntuacion IBB obtenida en
cada caso se muestra en la gréafica H, en la que se observan diferencias entre los animales que recibieron una lesion de
50y 60 KDynes a los 7 DPO y 60 KDynes a los 14 DPO con respecto a sus puntuaciones preoperatorias.

Estos resultados muestran como la lesion de 40 KDynes provoca una ligera disminucion en
la destreza manual que se recupera por completo después de 2 semanas después de la
lesion. Por el contrario, la lesién de 60 KDynes disminuye casi por completo la capacidad
manipuladora del animal que no se recupera después de 2 semanas. Sin embargo, la lesion
de 50 KDynes disminuye la destreza manual de una forma moderada, la cual es capaz de
recuperarse parcialmente de forma espontanea, sin recuperarse por completo, echo que

permite observar el efecto de la rehabilitacion cuando se aplique.

2.2 Efectos de rehabilitacion especifica en la recuperacion de la destreza manual en ratones

con contusion cervical

El 2° experimento de este capitulo pretende analizar los efectos de la rehabilitacion
especifica después de una LME cervical por contusién en ratones. Se incluyeron 25 ratonas

hembra de la cepa CBL57/6 que se entrenaron en la tarea de R&G y posteriormente se les
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infligio una LME por contusion de 50 KDynes lateralizada en el lado de su pata preferente.
Después de 3 dias de recuperacion el Grupo 1 recibio rehabilitacion diaria (Grupo Rehab,
N=21) mientras que el Grupo 2 (Grupo No Rehab, N=4) no recibio rehabilitacion, durante
4 semanas. Ambos grupos fueron evaluados a través de la tarea de R&G el dia 3, 5, 7, 14,
21 y 28 postoperatorio. Después de 4 semanas de evaluacion postoperatoria los animales

fueron sacrificados (Figura 29). El tejido se encuentra en proceso de analisis.

Sacrificio
£ LME N
& & <& Rehabilitacion 1
" Entrenamiento R&G \0(‘}0 3 Evaluaciéon R&G !
Gy . . .. & v L. L, . !
™ Restriccion calorica <& & Restriccion calorica v
> > > >
N=25
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
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Figura 27: Esquema temporal del disefio experimental

2.2.1 Entrenamiento R&G

Se incluyeron 26* ratonas hembra en el entrenamiento de R&G. Después de una semana de
habituamiento, se inicid el programa de entrenamiento. Tras 20 sesiones de entrenamiento
todos los animales habian aprendido la tarea y alcanzaron un promedio de 75,9 + 2,2 % en
el porcentaje de éxito (Figura 30.A APRENDIZAJE). Para que los animales tuvieran un
interés elevado en aprender la tarea, se aplicO una restriccion caldrica que se mantuvo
durante todo el experimento, exceptuando unos dias antes y después de la LME. La
restriccion caldrica permitié un crecimiento normal de los animales hasta el final del
experimento con un valor de 19,8 + 0,3 gramos (Figura 30.B.PESQ). *Una ratona fallecio

después de la cirugia, por lo que el experimento se realizé con 25 animales.
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Figura 28: Entrenamiento de R&G en ratones. Los animales alcanzaron un 75,9 + 2,2 % de éxito en la tarea
después de 20 sesiones de entrenamiento (A). La restriccion caldrica se inici6 al principio del entrenamiento, se
interrumpid unos dias antes de la lesion (LME=Rayo) y se reinici6 después de la recuperacion de los animales a la
lesion hasta el final del experimento.

2.2.2 Lesion de médula espinal por contusién

La contusion cervical de 50 KDynes se realizd después de las 20 sesiones de

entrenamiento, lateralmente en el lado preferente de cada animal, tal y como se determind

en el primer experimento del presente capitulo. La fuerza ejercida en el impacto fue de
52,25 + 1,65 KDynes en el grupo de No Rehab y de 51,23 + 0,56 KDynes en el grupo de
Rehab (Figura 31.A), con un desplazamiento de 1071 + 135 pum y 890,77 + 96,98 um en

los grupos de No Rehab y Rehab, respectivamente (Figura 31.B).

2.2.3 Evaluacion Funcional de R&G
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Después de 3 dias de la LME, el nimero de pellets ingeridos se redujo a 0 en casi todos los
animales. En concreto, 8 animales no disminuyeron su % de éxito en la tarea de R&G
siendo superior al 10 %. Estos animales fueron excluidos del estudio, todos ellos
pertenecian al grupo de Rehab (Grupo de Rehab Nsing=13). Después de 4 semanas de
rehabilitacion diaria, el porcentaje de éxito de la tarea de R&G que se alcanzé en el grupo
de Rehab fue de 47 + 6,8 %, mientras que el grupo de No Rehab mostr6é un 50,2 + 12,5 %
de éxito. El andlisis estadistico Mixed-effects no mostré ningun efecto de la rehabilitacion
ni interaccion con el factor tiempo (F (1, 10) = 0.2595; F (6, 53) = 0.7205), sin embargo, el
efecto del factor tiempo si fue significativo a partir del dia 14 postoperatorio (F (2.418,
21.36) = 27.69, p<0,0001) (Figura 31.C).

A Fuerza B Desplazamiento C Evaluacién funcional
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Figura 29: Lesion de médula espinal por contusion y su evaluacion funcional. Los pardmetros de la contusion
medidos fueron la fuerza (A) y el desplazamiento (B), que fueron equiparables entre grupos (Rosa: No Rehab y
Blanco: Rehab). La evaluacion funcional tampoco mostrd diferencias entre grupos (C).

Tras este experimento se concluye que se necesitan 20 sesiones de entrenamiento para
alcanzar un 75 % de éxito en la tarea de R&G. También se concluye que, a pesar de que la
rehabilitacion haya consistido en una tarea especifica, la intensidad de la rehabilitacion ha
sido insuficiente por lo que no se han observado cambios entre los dos grupos de
rehabilitacion. Los siguientes experimentos que se realicen deberian tener en cuenta que la
rehabilitacion no solo debe ser especifica, también debe tener un nivel de intensidad

moderado para hacer un efecto.
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3 Evaluacion del efecto de diferentes terapias de rehabilitacion en la
recuperacion de la destreza manual disminuida tras una contusién medular

cervical en ratas.

El objetivo del tltimo experimento de esta tesis fue estudiar el efecto de la especificidad de
la tarea de rehabilitacion sobre la habilidad motora que se quiere recuperar. Para ello se
implementaron y caracterizaron tres modelos de rehabilitacion de la funcion manual tras la
lesion medular, comparando después sus efectos en la recuperacion de la tarea de R&G.

En concreto se incluyeron 30 ratas hembra de la cepa Long Evans a las que se entrend para
la tarea de R&G (Figura 30). Las seis ratas que no aprendieron la tarea conformaron el
grupo Sham. Al resto de animales se les provoco una lesién medular lateralizada en su lado
preferente por contusion de 90 KDynes. Debido a que en el primer experimento la lesion de
100 KDynes, la recuperacion de la funcion fue muy baja (*20%) se decididé hacer una
contusion con una pequefia reduccion de la fuerza aplicada (90 KDynes). Tras la LME se
distribuyé a los animales en 4 grupos de rehabilitacion de 6 individuos/grupo. El primer
grupo (CNT) no recibié ninguna rehabilitacion diaria, el segundo grupo realizd la
manipulacion de cereales como tarea rehabilitadora (Cheerios), el tercer grupo recibié una
rehabilitacion diaria consistente en la tarea de Staircase y el cuarto grupo, en la tarea de
R&G. Las rehabilitaciones se realizaban cada dia (5 dias/semana) por cada uno de los
animales desde el 7° DPO hasta el final del experimento, a los 91 DPO. Los animales CNT
recibieron una manipulacién similar por parte del entrenador al del resto de los grupos. La
ejecucion de la tarea de R&G fue cuantificada en todos los grupos el dia 7, 14 y cada 2
semanas postoperatorias. También fueron cuantificadas las 3 tareas de rehabilitacién al
principio (10 DPO), en un tiempo intermedio (42 DPO) y al final del experimento (91
DPO). Al final del experimento se evaluo la apertura digital durante la locomocion. Tras la
perfusion con PFA al 4%, se disecciono la médula para, mediante cortes transversales,
evaluar el dafio tisular a través de tinciones que permiten la cuantificacién de la

preservacion del tejido (SB y SG).
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Figura 30 Representacion temporal del diseno del experimento 3. MN: Motoneuronas; % P.T:
Porcentaje de preservacion tisular; SB: Sustancia Blanca; SG: Sustancia Gris.

3.1 Entrenamiento de R&G

31 ratas hembra de la cepa Long Evans se incluyeron en el entrenamiento diario de R&G.
Los animales que durante 22 sesiones aprendieron la tarea (Ni=25) alcanzaron un 75 +
1,75 % de éxito (Figura 31). Los animales que no aprendieron fueron constituyeron el
grupo de control histologico o Sham (N=6).

Aprendizaje R&G
100-

C T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Sesioén de entrenamiento

Figura 31: Proceso de aprendizaje de Reaching & Grasping. Antes de la lesion todos los animales aprendieron a
alcanzar y agarrar con un 75 £ 1,75 % de éxito tras 22 sesiones de entrenamiento.
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3.2 Lesion de médula espinal por contusién

Una vez que los animales alcanzaron el plateau de aprendizaje de R&G, recibieron una
contusion de 90 KDynes (media real de 93 £ 8,9) en la superficie lateral del segmento
medular C5 (Figura 32.A), generando un desplazamiento de 947,68 + 55,6 pum del
contusionador sobre el parénquima medular (Figura 32.A), afectando principalmente al
funiculo lateral del segmento espinal C5, ipsilateral a la pata preferente utilizada para R&G.
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Figura 32: Parametros de la contusion medular. (A) Fuerza realizada y desplazamiento generado(B) en la
contusion medular de los 24 animales.

La caracterizacion histopatoldgica de la lesion se realiz6 comparando muestras de todos los
animales lesionados (n=25) con los animales control (n=6) al finalizar el seguimiento
funcional. La histologia mostré que el epicentro de la lesion afect6 mayoritariamente al
area dorsal y lateral del funiculo lateral de la sustancia blanca, con una afectacion variable
de la sustancia gris, principalmente en la region medial, en algunos casos en el asta dorsal,
Ilegando a eliminarla casi por completo (Figura 36.ratbstairc), y con menor frecuencia en el
asta ventral (Figura 33 .rat 28). Los funiculos ventrolaterales y dorsales, asi como el lado de
la médula opuesto a la lesion, no se vieron afectados. Sobre las muestras histoldgicas se
cuantifico la preservacion de tejido para la sustancia gris y blanca: en promedio al final del
procedimiento la preservacion de la sustancia gris corresponde al 35,58 + 4,08 % y la de la
sustancia blanca al 79,78 + 2,48 % Figura 36.sb-sg
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Figura X: Histologia de los grupos experimentales No Rehab, R&G, Staircase y Cheerios. Secciones medulares de 35
um tefiidas con violeta de cresilo (SG) y fast blue (SB) del epicentro de cada animal que compone cada grupo (a’-w’).
(B) Resultados del % de éxito en la tarea de R&G a los 7 dias después de la lesién de todos los animales juntos, la
linea de puntos establece el criterio arbitrario de separacién de subgrupos segtn si su puntuacioén es <o > al 10 % de
éxito. (C) Representacion grafica de la correlacion existente entre los resultados de la evaluacién funcional de R&G a
los 7DPO (% éxito 7DPO) con la preservacion de sustancia blanca (% Preservaciéon SB) (R= 0,592; P<0,001). (D)
Diferencias entre la preservacion del tejido de los animales agrupados segun el criterio del 10% de éxito, los que
realizaban <10 % de éxito (azul) o >10% de éxito (naranja). Las estadisticas mostraron diferencias significativas en la
preservacion de sustancia blanca entre los grupos (P<0,05). Barra de escala 500 pm.
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La caracterizacion funcional de la lesion se realizd a los 7 DPO. Algunos animales
redujeron totalmente su porcentaje de exito, mientras que otros preservaron un grado
variable de éxito entre el 20 y el 60 %. La distribucién de la afectacion funcional entre los
diferentes grupos de rehabilitacion fue heterogénea (Figura34.A). Por ello, se exploro la
correlacion entre la severidad histoldgica y la severidad funcional de la lesién. Si bien en
términos generales la severidad funcional es mayor para valores menores de la preservacion
de sustancia blanca con un P valor <0,0001, los dos parametros presentan un coeficiente de
correlacion lineal de R?=0,623 (Figura 34.B). Sobre esta base, y a posteriori de los
procedimientos experimentales, se decidié dividir los animales segun si tenian una péerdida
relativa de funcionalidad superior al 85%, lo que se corresponde con un porcentaje de éxito
absoluto en R&G a 7DPO inferior al 10% y una preservacion de sustancia blanca en el
hemisferio de la lesién en torno al 75% (con notables excepciones, tanto de casos con alta
preservacion de la sustancia blanca y alta pérdida de funcionalidad, como de casos con baja
preservacion de la sustancia blanca y baja pérdida de la funcionalidad). Esta division resulta
en 11 animales con pérdida de funcionalidad inferior al 85%, a lo que se denominara en
adelante lesion leve, y 14 animales con pérdida de funcionalidad superior al 85%, que se
denominara en adelante lesion severa (Figura 34, region incluida en el rectangulo
destacado).
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Figura 34: Caracterizacion funcional de la lesion a los 7 DPO. (A) Severidad de la lesién y (B) la correlacién
entre la funcionalidad y la histologia.

Olaia Baylo Marin



3.3 Rehabilitacion

3.3.1 Programas de rehabilitacién

Durante los tres meses tras la lesion, se aplicd y evaluo el efecto de tres tipos de tarea
rehabilitadora en la recuperacion de la destreza manual de los animales lesionados. Cada
grupo de animales realiz6 un tipo de tarea y los tres grupos se compararon entre si y con el
grupo de animales sin rehabilitacion (No Rehab). En las tres tareas de rehabilitacion se
requiere el uso de las extremidades delanteras, tanto de la musculatura proximal como de la
de la mufieca y los dedos. No obstante, aunque los movimientos implicados en cada tipo de
rehabilitacion utilicen los mismos musculos, al tratarse de movimientos diferentes el patron
de activacion neuromuscular (la secuencia concreta de activacién muscular y la activacion
nerviosa que la controla) es diferente en cada tarea.

En la tarea de R&G, el roedor tiene que elevar el brazo del suelo, alargarlo a través de una
abertura, abrir los digitos de la mano, cerrarlos agarrando un pellet, retraer el brazo
mientras realiza una supinacion que lleve la comida a la boca y abrir los dedos para soltar el
pellet.

En la tarea Staircase, la secuencia de gestos que realiza el roedor es muy similar que en el
R&G, pero requiere fuerzas diferentes en cada gesto debido al efecto de la gravedad (vease
la descripcion en la seccion de Materiales y Métodos).

En la tarea de manipulaciéon de cereales o Cheerios, el roedor realiza dos secuencias de
movimientos consecutivas: (1) coge el cereal con la boca, se sienta para liberar sus brazos,
los eleva y agarra el cereal con las dos manos; (II) se lo va comiendo acercandolo y
alejandolo de la boca con leves flexiones y extensiones del codo y girandolo con las manos
(lo que implica abrir y cerrar los dedos en una posicion supina mantenida).

3.3.2 Dosis de rehabilitaciéon

Si bien a fin de comparar el efecto de las diferentes tareas de rehabilitacion se intentd
administrar dosis equivalentes de cada tarea rehabilitadora (ver Materiales y Métodos), el
disefio de las tareas permitio a cada animal cierto control de la cantidad y la intensidad de
rehabilitacion: en R&G los animales recibian un pellet cuando tenian éxito en agarrar y
comer el anterior, por lo que el nimero total de pellets en 20 minutos, es decir, la
intensidad, dependio de la velocidad de cada animal; en el caso de la rehabilitacion de
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Staircase se fijo un tiempo total de 20 minutos, pero los animales disponian de tantos
pellets como pudieran alcanzar y consumir en ese tiempo. Ademas, en caso de fallo, los
pellets volvian a caer a los escalones del setup, permitiendo un numero indefinido de
repeticiones sucesivas. Nuevamente, la intensidad real dependi6 de la frecuencia con que
cada animal realizaba un nuevo intento. Por ultimo, en el caso de la rehabilitacion de
Cheerios, se fijo el nimero total maximo de cereales que un animal podia llegar a
manipular y consumir en 15 y el tiempo méaximo de duracion de la sesion en 20 minutos,
aunque tanto el namero total efectivamente manipulado y consumido como el tiempo
empleado dependieron nuevamente del comportamiento de cada animal. En resumen, se
observé que existe una variabilidad importante de la dosis e intensidad de la rehabilitacién,
en funcion de la capacidad y la motivacion (puesto que el ritmo de ejercicio de cada animal
es voluntario en estos disefios de tarea rehabilitadora).

3.3.3 Seguimiento de la rehabilitacion
Reaching & Grasping

En el grupo de rehabilitacion R&G (Figura 35.A), todos los animales (n=7) presentaron
una lesion severa (Ver apartado sobre LME de este estudio). En esta rehabilitacion se
definieron tres KPIs: (1) la intensidad de la rehabilitacion, (11) el porcentaje de éxito y (I11)
la distribucion en tipos de los errores. De los 7 animales, dos se han excluido de los
resultados agregados (ver discusion). A los 10 DPO los animales realizaron la tarea con una
intensidad promedio de 4,13 + 1,44 intentos/minuto. A medida que avanzé la
rehabilitacion, la intensidad aument6é hasta 13,57 + 0,84 a los 91 DPO, observandose
diferencias estadisticamente significativas entre los 3 puntos temporales (Figura 35.B). El
porcentaje de éxitos aumento ligeramente a largo del periodo de evaluacion, desde un 4,5 +
3,6 % de éxito a los 10 DPO, hasta un 15,1+ 5,7 % a los 91 DPO (Figura 35.C). La
distribucion de los errores que se fue homogeneizando hacia desde la aparicion de todo tipo
de errores a los 10 DPO hasta la prevalencia de los errores en los movimientos finales de la
secuencia (Error 4 y 5) a los 91 DPO (Figura 35.D).
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Figura 35: Rehabilitacion basada en Reaching & Grasping. (A) Contexto de la rehabilitacion: la rata era
introducida en una caja especificamente disefiada para la tarea y se utilizaba un dispensador de pellets. Durante la
ejecucion de la rehabilitacion se evalud la intensidad (B), el porcentaje de éxito (C) y la distribucidn de los errores
cometidos (D) en los dias 10, 42 y 91 después de la lesion. %= P<0,05 % % =P<0,005 % % % %= P<0,0001.

Staircase

En el grupo de rehabilitacion Staircase cuatro animales presentaron una lesion leve y dos,
una lesion grave. En esta rehabilitacion se definieron cuatro KPIs que se resumen a
continuacion: () la intensidad de la rehabilitacion, (Il) el porcentaje de éxito, (Il1) el
escalén mas bajo alcanzado y (1V) la distribucion de los errores. La intensidad fue creciente
a lo largo de la rehabilitacion desde 13,22 + 2,14 intentos/minuto a los 10 DPO hasta 36,64
+ 6,39 intentos/minuto a los 91 DPO (Figura 36.A). El porcentaje de éxito decrecid desde
8,17 + 1,34 % a los 10 DPO hasta 3,41 £+ 0,71 % a los 91 DPO (Figura 36.B). El escalén
mas bajo alcanzado por los animales se mantuvo constante en promedio (Figura 36.C) si
bien los datos individualizados muestran que todas las ratas, excepto una, lograron alcanzar
escalones mas bajos a lo largo de la rehabilitacion. La contribucion de este animal, que en
los dias 42 y 91 no logr6 alcanzar ningun escalon sesga los datos promedio. En cuanto a la
distribucion de los errores, los animales mejoraron levemente, pasando de llegar a tocar los
pellets en un 34,65 + 5,50 % de los intentos fallidos a hacerlo en un 46,78 + 5,26 % de ellos
(Figura 36.D). La tendencia de estos KPIs no cambia significativamente si se consideran
por separado los animales con lesion grave y los animales con lesion leve.
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Figura 36: Rehabilitacion basada en Staircase. Los animales de este grupo cogian pellets de unas escaleras con la
mano. Durante la ejecucion de la rehabilitacion se evalu6 la intensidad (A), el porcentaje de éxito (B), el n° de
escalén mas bajo que es capaz de alcanzar (C) y la distribucién de los errores cometidos (D) en los dias 10, 42 y 91
después de la lesion. Y= P<0,05.

Cheerios

En el grupo de rehabilitacion Cheerios (Figura 37.A) cuatro animales tuvieron una lesion
leve y dos una lesion grave. Para esta rehabilitacion se definieron tres KPIs que se resumen
a continuacion: (1) intensidad de la rehabilitacion, (I1) el éxito (111) el ritmo de la ingesta. La
intensidad aumento desde 12,59 + 2,92 flexiones/minuto a los 10 DPO hasta 25,63 + 2,04
flexiones/minuto a los 42 DPO vy se estabilizd en 21,74 + 2,92 flexiones/minuto a los 91
DPO (Figura 37.B). El éxito aumentd a lo largo de la rehabilitacion desde 0,083 + 0,006
cheerios/flexion a los 10 DPO hasta 0,12 + 0,011 cheerios/flexion en el punto final de 91
DPO (Figura 37.C). El ritmo de ingesta se elevd drasticamente desde 1,29 + 0,40
cheerios/minuto a los 10 DPO hasta 2,59 + 0,21 cheerios/minuto cuando alcanzaron los 42
DPO, manteniéndose a 2,54 *+ 0,29 cheerios/minuto a los 91 DPO (Figura 37.D).
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Figura 37: Rehabilitacién de Cheerios. Los animales comian cereales que cogian con la boca y manipulaban con
las manos (A). Durante la ejecucién de la rehabilitacion se evalu6 la intensidad (B), el éxito (C) y el ritmo de ingesta
(D) en los dias 10, 42 y 91 después de la lesion. %= P<0,05 % % =P<0,001.

3.4 Efecto de la rehabilitacion

La destreza manual se evalud, mediante el test de Reaching & Grasping, antes de la lesion y
cada dos semanas desde 7 DPO hasta 91 DPO, ademas para observar con mayor detalle los
efectos agudos de la rehabilitacion se evalu6 también a 14 DPO. Se cuantificaron el
porcentaje de éxito (Figura 38.A-C) y la distribucién de los errores (Figura 38.D-N) para
cada grupo de rehabilitacién. Aungue algunos grupos muestran un porcentaje de éxito mas
elevado a lo largo de la evaluacion, estas diferencias no resultaron significativas entre
grupos ni con el control (grupo de No Rehab) (Figura 38.A). Para profundizar en el analisis
se subdividié cada grupo entre animales con lesion grave y animales con lesion leve. En el
caso de la lesion grave, el porcentaje de éxito tras la lesion estuvo por debajo del 10% en
todos los grupos y la evolucion mantuvo una tendencia creciente en todo el periodo
observado (Figura 38.B). En contraste, en el caso de la lesion leve, todos los grupos
tuvieron un porcentaje de éxito tras la lesion alrededor del 40% y la evolucion se vuelve
decreciente a partir de la mitad del periodo observado (Figura 38.C). Con respecto a la
evolucion en la distribucion de los tipos de error en cada grupo. Las tres rehabilitaciones
muestran un patrén de evolucion diferente del grupo No Rehab. En el caso de R&G los
errores mas severos desaparecen desde el principio de la rehabilitacion, siendo el error mas
prevalente el de tipo 5 y aumentando ligeramente la proporcion del error 4 hacia el final de
la rehabilitacion. En el caso del grupo Staircase el patron es el mas parecido al de No
Rehab: los errores mas severos permanecen durante todo el proceso, los errores mas
prevalentes son el 4 y el 5y hay una ligera tendencia creciente de los errores menos severos
que se invierte hacia el final (Figura 38.F). El grupo de Cheerios también sigue un patrén
parecido al de No Rehab aunque con un descenso mas marcado a lo largo del proceso del
error de tipo 3, también presenta una tendencia al aumento del error de tipo 5 en la primera
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mitad del periodo que disminuye marcadamente en favor del error de tipo 4 hacia el final
(Figura 38.G). Los datos que muestran la evolucién de los animales con lesiones més
graves muestran patrones diferentes entre ellos. En el grupo de No Rehab se observa un
patron global muy similar al de los datos globales (Figura 38.H). En el caso del grupo de
R&G los datos son los mismos que los globales, ya que todos los animales de este grupo
tuvieron una lesion grave (Figura 38.1). Los animales con lesion grave del grupo de
Staircase tuvieron la prevalencia mas alta de los errores mas severos de todos los grupos
durante toda la rehabilitacion, mientras que, entre los errores menos severos, prevalecio el
error 4 sobre 5 (Figura 38.J). En el grupo de Cheerios la prevalencia de errores severos fue
disminuyendo desde el principio de la rehabilitacion hasta la mitad de la misma, tendencia
que se revirtié parcialmente hacia el final de la evaluacion, donde prevalecieron los errores
menos severos (Figura 38.K). Los gréficos de los animales con lesiones leves presentan una
evolucion temporal muy similar: los errores mas severos no se observan en todo el proceso,
siendo el error de tipo 3 el mas severo observado en estos grupos. El grupo de No Rehab
con lesion leve no presentd errores de tipo 1 y 2 en todo el proceso de rehabilitacion
(Figura 38.L). En cuanto a su evolucion, las proporciones de cada error se mantiene
aproximadamente constantes durante todo el periodo con una tendencia a aumentar con un
ligero aumento en la proporcion de los errores 4 y 5 hacia 56 DPO que se invierte en las
observaciones posteriores. La evolucion del grupo de Staircase es practicamente idéntica al
grupo de No Rehab (Figura 38.M). El grupo de Cheerios es muy similar al resto de los
grupos leves exceptuando que, a partir de la segunda mitad de la evolucién, hay una
prevalencia notable del grupo 4 con respecto al resto de errores (Figura 38.N).
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Figura 38: Efecto de la rehabilitacién en la destreza manual. Se muestra la evolucién temporal del porcentaje de
éxito en R&G global (A), y separando lesiones graves (B) y leves (C) para cada tipo de rehabilitacion. (D-N)
Evolucidn de la distribucion de los tipos de errores para cada tipo de rehabilitacion con agrupacion global (D-G), por

lesion grave (H-K) y por lesion leve (L-N).

3.4.1 Anadlisis de Whishaw

De los 11 gestos en los que se descompone el analisis de Whishaw con una puntuacion

entre 0 y 2 en orden creciente segun los déficits en el gesto, las Unicas diferencias que se
han encontrado entre el dia 7 y el 91 postoperatorio intragrupales han sido en el grupo de
rehabilitacién de R&G, en el que el gesto de alcance se ha mejorado significativamente
durante la rehabilitacion desde 1,25 + 0,25 a los 7 DPO hasta 0,167 + 0,167 a los 91 DPO

(*p<0,05) (Figura 39). El resto de los grupos no muestran mejoria en ninguno de los gestos.
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Figura 39: Anélisis de Whishaw. Puntuaciones al inicio y al final de la rehabilitacion para los 11 gestos en los que
se descompone el R&G, para los grupos que recibieron diferentes rehabilitaciones. (A) Grupo de No Rehab, (B)
grupo de R&G, (C) grupo de Staircase y (D) grupo de Cheerios.
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DiISCUSION

En esta tesis se han realizado una serie de experimentos para evaluar los efectos de la
rehabilitacion de las extremidades delanteras en la recuperacion de la destreza manual para
agarrar piezas de comida en roedores con una lesion por contusion la médula cervical.

En primer lugar, los resultados obtenidos tanto en ratas como en ratones han mostrado que
es factible usar un modelo de contusién para producir lesiones reproducibles, consistentes,
graduables en la severidad y que generan dafio permanente en la médula espinal cervical, si
bien aun existe un amplio margen de mejora en cuanto a la precision y exactitud de las
lesiones producidas. Tanto en los estudios en ratas como en ratones, las contusiones
cervicales han infligido una lesién tisular que ha afectado tanto a células de la sustancia gris
como a los tractos espinales exclusivamente ubicados en la zona de la contusion,
provocando pérdida cronica de las habilidades de control motor fino de las extremidades
delanteras de los animales. Los estudios de caracterizacion han evidenciado que, a
diferencia de lesiones en el funiculo dorsal, lesiones de los tractos presentes en la region
medial del funiculo lateral impiden a los animales poseer el control fino para realizar R&G
aunque preserven otras habilidades motoras, como mantenerse erguidos a cuatro patas,
mover los brazos, caminar y tener un movilidad casi normal. Es mas, las diferencias
observadas en la evolucion de los roedores con las lesiones que ese han clasificado como
graves y leves sugieren que es posible afectar a tractos que controlan movimientos mas y
menos finos dentro de la propia secuencia de R&G como apoya la observacion de que los
errores asociados a movimientos mas groseros (errores que hemos clasificado como de tipo
1y 2) mejoran notablemente en los animales con lesiones graves en cuyas histologias la
lesion se concentra en la region dorso medial del funiculo lateral. Ademas, se ha constatado
la estrechez de la ventana de severidad para realizar estos estudios: Contusiones de poca
severidad generan tan poco dafio tisular que son insuficientes para provocar déficits
funcionales, mientras que lesiones de mayor impacto, generan tanta lesién de substancia
blanca y gris que provocan hemiplejia de la pata ipsi-lesional, incapacitando al animal de la
pata y realizar cualquier tipo de rehabilitacion. De tal forma que sélo contusiones
moderadas que afectan a la parte medial del funiculo lateral son las éptimas para generar
déficits de control motor fino, y es por ello, que ha sido el modelo de contusién para los
estudios a largo plazo.

Los resultados, tanto en ratas como en ratones, muestran que la rehabilitacion diaria de las
patas delanteras promueve la recuperacion del control de las extremidades delanteras para
realizar movimientos finos, y muestran la necesidad de realizar rehabilitacidn especifica del
movimiento que se quiere mejorar. De esto modo, los estudios con ratas han mostrado que
la rehabilitacion de movimientos de agarre sobre una rejilla, que mimetizan, pero no son
idénticos los movimientos de R&G, no llegaron a promover la recuperacién funcional para
realizar R&G ya que los animales no eran capaces de realizar con éxito todos los gestos que
componen el movimiento de R&G. No obstante, la rehabilitacion disminuye la variabilidad
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del tipo de error cometido, ya que a diferencia de los animales sin rehabilitacion, los
animales con rehabilitacion concentran la mayoria de errores en las Gltimas fases del ciclo
de R&G, sobretodo al desplazar la pieza de chocolate al ser agarrada. Los resultados ponen
de relieve que la plasticidad que la rehabilitacién ha generado en el sistema neuromuscular
no ha sido suficiente para recuperar de forma eficiente el control motor fino de las manos,
sugiriendo la necesidad de combinarla con otras intervenciones experimentales promotoras
la plasticidad, o en contra, la necesidad de optimizar la terapia rehabilitadora. Optamos por
la segunda opcidn, con la intencién de maximizar potencial que la rehabilitacion pudiera
ejercer sobre la plasticidad neural. Ratones con contusion cervical incluidos en un régimen
de rehabilitacion especifica, en la que se rehabilitd el mismo movimiento que se evaluaba
(R&G) recuperaron la habilidad para realizar R&G, evidenciando que la intensidad de la
rehabilitacién y sobretodo los gestos empleados y repetidos en la rehabilitacion determinan
qué movimientos tienen posibilidad de mejora. No obstante, dado el elevado coste en
tiempo que la rehabilitacion especifica exige, en el tltimo estudio se comparo los efectos en
la recuperacion de R&G en ratas incluidas en distintas terapias de rehabilitacion de las
extremidades delanteras. Los resultados corroboran los obtenidos previamente en ratones, y
confirman la necesidad de realizar terapias de rehabilitacion que seran especificos a la tarea
rehabilitar. es que la rehabilitacion especifica exige un coste de tiempo muy elevado,

De los diferentes modelos de lesion presentes en la literatura se han descartado las de
compresion, hipoxia / isquemia, distraccion y dislocacion debido a su baja reproducibilidad
y a la dificultad de asignar un valor numérico a la intensidad del tratamiento. Las LME
basadas en una hemiseccién de la médula espinal presentan la mayor resolucion anatémica
de entre los métodos considerados; sin embargo, depende en gran medida la habilidad y del
entrenamiento del experimentador. Ademas, la hemiseccion, ya sea lateral o dorsal,
provoca una pérdida de funcionalidad muy severa en la que los animales no son capaces de
levantar ni extender la pata (146,147). Las LME basadas en contusion presentan una
fisiopatologia anéloga a las LME mas prevalentes en humanos (157). Por ello, se descart6
la lesién por hemi-seccion y se escogid la lesion por contusion.

1 Rehabilitacion para la recuperacion de la destreza manual

En el estudio de rehabilitacion a largo plazo, mostramos que los animales con una
contusion moderada en la médula espinal cervical que tuvieron rehabilitacion diaria de las
extremidades superiores (que consiste en alcanzar y agarrar semillas de girasol desde una
rejilla) mejoraron sus habilidades de alcance tras ocho meses de rehabilitacion diaria. Sin
embargo, la rehabilitacion fue insuficiente para promover la recuperacién funcional
completa del punto final, ya que los animales con y sin rehabilitacion lograron una

recuperacion incompleta similar al usar con éxito la pata para comer pellets en la tarea de
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R&G. Los gestos del movimiento, mediante el analisis de Whishaw, durante estos intentos
exitosos fueron similares en ambos grupos de animales pero diferentes de los realizados
antes de la lesion. Este hecho nos sugiere que la estrategia motora para realizar R&G que se
adapta después de la lesion, es similar entre los animales que recibieron rehabilitacion y los

que no.

La mayoria de los errores producidos por los animales rehabilitados durante cada intento
sucedieron en las ultimas etapas del ciclo R&G, afectando la prension y el transporte a la
boca. Sin embargo, los animales no rehabilitados realizaron errores en una variedad de
etapas del ciclo que incluyen la prolongacion de la pata para llegar a la pastilla, el avance
de la extremidad, la apertura de la pata, la prensién y la retraccion de la pata. La
variabilidad en la ejecucion motora es un efecto comdn de la LME y puede contribuir al
deterioro de la funcién motora volitiva (Little et al., 1999). Por lo tanto, interpretamos que
la variabilidad reducida del error de los animales rehabilitados indica que, la rehabilitacion
sensoriomotora facilito la recuperacion del movimiento especifico de la tarea al consolidar
la planificacion de la ejecucion y el tipo de errores cometidos durante los intentos de
alcance. El aprendizaje de una habilidad motora se asocia con una reduccion en la
variabilidad del circuito neuronal que controla el desempefio de una tarea motora (Ziegler
et al., 2010). El entrenamiento repetitivo refuerza o debilita las sinapsis sensoriomotoras
implicadas, lo que da como resultado un funcionamiento de la red neuronal con menos
variabilidad (Song et al., 2000). Es importante destacar que las diferencias observadas en la
variabilidad del error entre los grupos Rehabilitacion y No Rehabilitacion evolucionaron a
lo largo del periodo de rehabilitacion de 8 meses, volviéndose particularmente evidente al
final de la rehabilitacion: mientras que los animales del grupo de Rehabilitacion
mantuvieron una baja variabilidad a partir del tercer mes, las ratas del grupo No Rehab
tendieron a aumentar su variabilidad de errores. Esto sugiere que la plasticidad dependiente
de la actividad puede no limitarse a las primeras semanas después de la lesion y que las
intervenciones de rehabilitacion a largo plazo pueden resultar Gtiles incluso en las etapas
crénicas posteriores a la lesion. Hasta donde sabemaos, este es el primer estudio que explora

los efectos de una rehabilitacion sensoriomotora tan prolongada en roedores y sugiere que
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las intervenciones basadas en la actividad pueden ser necesarias para mantener la
recuperacion a largo plazo (Torres-Espin et al. ., 2018).

La similitud entre los gestos realizados por los animales rehabilitados y no rehabilitados
sugieren el uso de una estrategia motora comun en el R&G. Después de una lesion, las ratas
pueden realizar intentos exitosos desarrollando otros movimientos compensatorios, que
pueden incluir la ausencia de pronacion de la pata o arrastrar el pellet hacia la boca una vez
agarrado (Garcia-Alias et al., 2009; Kanagal y Muir, 2009). Se producen compensaciones
similares en roedores con accidente cerebrovascular de la corteza motora (Alaverdashvili y
Whishaw, 2013). Sin embargo, en este estudio no se observd ninguno de estos
comportamientos. De hecho, la naturaleza de la rehabilitaciéon debe influir en las
habilidades del animal para retener o reaprender estas u otras habilidades motoras y es
plausible que la inclusion de otros paradigmas de rehabilitacion, como alcanzar en una
escalera (Gallegos et al.,, 2020; Wang et al.,, 2011), produccion de fuerza en las
extremidades anteriores (Ganzer et al., 2018; Hays et al., 2013), ambiente enriquecido (Dai
et al., 2009; Starkey et al., 2014), carrera de ruedas (Sandrow-Feinberg et al., 2009) y la
locomocion (Prosser-Loose et al., 2015) reducirian aun mas la variabilidad en los errores y
mejorarian el porcentaje de éxito en el R&G. En el primer estudio, la rehabilitacion
consistié en alcanzar y manipular semillas de girasol desde el fondo de una rejilla, lo que
previamente ha demostrado mejorar la recuperacion de R&G de un solo pellet (Garcia-
Alias et al., 2009). El uso de esta tarea diferia de la tarea de R&G, que se utilizo
exclusivamente para evaluar la recuperacion de la destreza. Por el contrario, para rehabilitar
la destreza manual se utilizé el estiramiento en una rejilla y, de manera similar a las tareas
empleadas en los centros de rehabilitacion humana, se alentd a los animales a realizar estos
movimientos solo después de recibir la lesion.

El analisis anatomico del dafio tisular indica que la funcion de la destreza manual puede
disminuir drasticamente dafiando solo ~ 50% del tejido del hemicordio espinal en el
segmento medular C5, afectando principalmente la region dorsal y medial de los funiculos
laterales y parcialmente la materia gris y extendiéndose s6lo 1,5 mm rostral y 1,5 mm

caudal al epicentro.
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Infligimos una hemicontusion controlada con el método estandarizado de Horizon
Impactor (Scheff et al., 2003) debido a la similitud con la fisiopatologia causada en las
LME en humanos, lo que la hace idénea para la investigacion traslacional (158).

Se pueden infligir lesiones de gravedad gradual aumentando la fuerza aplicada a la médula
espinal (159,160) . Se tuvo especial cuidado para elegir la fuerza de contusion adecuada, ya
que no se pretendia impedir la movilidad de las extremidades anteriores del animal o, por
otro lado, no ejercer ningun efecto sobre la funcion R&G. Otros estudios han mostrado una

extension de la lesion comparable (2 a 6 mm) con contusiones similares.

Es importante destacar que las interneuronas Yy motoneuronas Se conservaron
completamente a 1,5 mm por debajo del sitio de la lesion, en la médula espinal ipsi-
lesionada. Esto sugiere que los grupos de motoneuronas de los masculos distales de las
extremidades anteriores permanecieron preservados (140). Por lo tanto, las alteraciones de
la extension y flexion de los dedos observadas durante el R&G y la locomocion no se
debieron a la pérdida neuronal local, sino a la falta de conectividad funcional entre los

circuitos neuronales necesarios para el rendimiento del R&G.

Tras observar la preservacion del tracto corticoespinal y de la funcién locomotora,
controlada por los axones reticuloespinales de la region ventral de los funiculos laterales,
suponemos que las vias descendentes que controlan el R&G transcurren por la regién

medial de los funiculos laterales (158).

Los estudios con lesiones selectivas de la médula espinal apoyan la idea de que la parte
medial de los funiculos laterales, que alberga los axones descendentes del nucleo de la parte
ventral de la formacion reticular medular (142,143) o del tracto rubroespinal (132,144), son

importantes para preservar la funcion de R&G.

El papel y la relacién de los tractos espinales para controlar la funcion motora fina ain no
esta claro; Si bien el tracto corticoespinal ha centrado la mayor parte de la atencion por ser
receptor de intervenciones restauradoras, nuevos estudios destacan la plasticidad de otros

tractos motores descendentes para conducir la recuperacion. En comparacién con otros
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estudios, que probaron los déficits conductuales después de la contusion del tracto
corticoespinal, en este estudio informamos el enfoque opuesto, en el que se han dafiado
otros tractos, pero no el corticoespinal. Aunqgue los funiculos dorsales cervicales no estaban
muy desorganizados, para obtener una interpretacion concluyente, tefiimos el tracto
corticoespinal con PKC para corroborar su preservacion a lo largo de la médula espinal
cervical. Los resultados indican que la preservacion del tracto corticoespinal no es
suficiente para retener la destreza manual y sugiere el papel minimo de este tracto en la
funcién motora de las extremidades superiores de los roedores (Alstermark y Pettersson,
2014).

2 Contencion de problemas en los protocolos de rehabilitacion; La

optimizacion continda

A lo largo de todos los estudios hemos identificado y afrontado una serie de
problemas que impedian o dificultaban el desarrollo de la rehabilitacion y la evaluacion de
R&G. La rehabilitacion de la funcion manual, a diferencia de la rehabilitacion locomotora,
presenta dos dificultades particulares. En primer lugar, los roedores, al igual que los
humanos, presentan un brazo preferente para realizar R&G, y en segundo lugar, la
rehabilitacion es voluntaria; el animal ha de estar interesado y motivado en realizarla.

El problema mas notorio ha sido el cambio de pata preferente para realizar R&G a
las pocas semanas de la lesion cervical (estudio 1). Los roedores poseen una pata preferente
para realizar R&G vy la destreza o zurdera de cada animal queda patente a las pocas sesiones
de iniciar el entrenamiento. En otros trabajos no se ha constatado el cambio de pata tras una
lesion. En realidad, lo sorprendente es que animales con una lesién unilateral mantuvieran
como preferente la pata ipsi-lesional, mientras que la pata contra-lesional estaba intacta. En
la mayoria de los trabajos, la lesion es bilateral, por tanto, afectando a ambas patas, y se
puede interpretar el innecesario cambio de pata. Dado que la lesion del funiculo lateral ha
resultado ser la mas ha afectado las habilidades manuales, ha sido el modelo utilizado en
nuestros estudios. EI cambio de pata ha sido, sin duda, un factor limitante, ya que los
animales han tenido que ser excluidos de la evaluacion de R&G. Para paliar el uso de la

pata contra-lesional se ha disefiado e implementado unas cajas de evaluacion de R&G con
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la ventana en una posicion muy cercana a la pared lateral en vez de central (estudio 3). De
este modo, el animal solo puede usar una pata (la préxima a la pared lateral) para extender
la pata atreves de la ventana.

El segundo problema encontrado ha sido el descenso de la motivacién de los
animales para realizar la rehabilitacion (estudio 1). A lo largo del periodo de rehabilitacion
los animales mostraron un desinterés gradual por agarrar las semillas debajo de la gradilla.
Nos hemos esforzado en promover el interés del animal por participar, pero con escaso
éxito. Incluso estando en un régimen de restriccion caldrica. Con tal de controlar la
cantidad de rehabilitacion realizada, en los siguientes estudios se ha cuantificado la
intensidad de la rehabilitacién realizada por cada animal a lo largo del periodo postlesion.
Esta cuantificacion permite un control fino para correlacionar la cantidad de rehabilitacion
real realizada y el grado de recuperacion funcional.

Por ultimo, hemos observado que los animales en las jaulas de estabulario utilizan
las manos para manipular los pedazos de comida. Esta actividad espontanea puede interferir
no lo con | rehabilitacion, sino que puede suponer una actividad para los animales de los
grupos control. Los animales manipulan la comida, independientemente de su tamafio. No
hemos encontrado ninguna medida correctora, pero tenemos en cuenta esta actividad en

todos los animales.
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CONCLUSIONES

e Las contusiones de 50 KDynes no ejercieron una lesion suficiente para provocar
deéficits funcionales, con independencia de la localizacion. Por el contrario, la
contusion de 150 KDynes infligio una lesién demasiado severa, ya que disminuyo la
destreza manual en muy alto grado y de forma irrecuperable. En cuanto a las
lesiones de 100 KDynes, a pesar de que la preservacion histoldgica fue muy similar
entre ellas (*80%), dieron lugar a resultados funcionales diferentes segun la
localizacion de la lesion: mientras que las lesiones laterales tuvieron una
disminucion funcional que se recuperd por completo, las lesiones muy laterales
mostraron una disminucion funcional inicial similar para la que no se alcanzé una
completa recuperacion en el tiempo del estudio y como ya se vio en el primer
experimento, las lesiones centrales no causaron ningan déficit funcional.

e La recuperacion completa y espontanea de la funcionalidad en las lesiones centrales
y laterales hace que estos tipos de lesidén no resulten adecuados para experimentos
orientados a observar el efecto de la rehabilitacion. Por el contrario, la lesion de 100
KDynes muy lateralizada resulta idonea para explorar el efecto de la rehabilitacion
por permitir observar una recuperacion funcional que espontaneamente no llega a
ser completa.

e Estos resultados muestran como la lesion de 40 KDynes provoca una ligera
disminucion en la destreza manual que se recupera por completo después de 2
semanas después de la lesion. Por el contrario, la lesion de 60 KDynes disminuye
casi por completo la capacidad manipuladora del animal que no se recupera después
de 2 semanas. Sin embargo, la lesién de 50 KDynes disminuye la destreza manual
de una forma moderada, la cual es capaz de recuperarse parcialmente de forma
espontanea, sin recuperarse por completo, echo que permite observar el efecto de la
rehabilitacion cuando se aplique.

e Los animales inscritos en todos los regimenes de rehabilitacion han mantenido su
actividad durante la rehabilitacion durante los tres meses posteriores a la lesion. Las

rehabilitaciones son (tiles
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Se han identificado y cuantificado variables de eficiencia e intensidad de la
rehabilitacion que han mostrado una evolucién favorable durante los tres meses
postoperatorios. La intensidad de cada rehabilitacion se puede cuantificar y
caracterizar. Los animales con cheerios y rehabilitacion R&G mostraron una mejora en
la recuperacion de la funcion motora experta de las extremidades anteriores en
comparacion con los animales no rehabilitados y en rehabilitacion de escaleras. Sin
embargo, debido a la variabilidad de la lesion, se necesitan animales adicionales para
confirmar robustamente estos resultados. No todas las Rehabilitaciones son iguales,
isolo algunas facilitan la recuperacion motora! Desde (R&G) pero también (cheerios)
los regimenes de rehabilitacion promovieron la recuperacion motora. No esta claro si la

rehabilitacion tiene que ser necesariamente especifica de la tarea.
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LISTA DE ABREVIATURAS

SNC: Sistema nervioso central
SNP: Sistema nerviosos periférico
ME: Médula espinal

LME: Lesion de médula espinal
TCE: Tracto corticoespinal

TRE: Tracto rubroespinal

R&G: Reaching & Grasping 0 movimiento de alcance y agarre
DPO: Dias postoperatorio

SB: Sustancia blanca

SG: Sustancia gris

KDynes: Kilodinas

KPI: Key performance indicators o indicadores clave del rendimiento.
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Anexo 1 — Adaptacion del disefio del Motorized Pellet Dispenser

Motorized Pellet Dispenser (adapted version)

This document is intended to provide a guide for assembling an adapted version of the Motorized
Pellet Dispenser v1.0 developed by Torres-Espin et al., 2017 M used under Creative Common
license CC-BY-NC-SA. Original source with the 3D design and the assembly instructions can be
found in the following shared folder:

https://drive.qgoogle.com/drive/folders/0B4tLAWCY1g1KNmMU2V1JIcEQyMVE?resourcekey=0-
I3rEt7bSVTalll4RtPLHuwt.

[1] Abel Torres-Espin, Juan Forero, Emma Schmidt, Karim Fouad, Keith K. Fenrich. A motorized
pellet dispenser to deliver high intensity training of the single pellet task in rats. Behavioural Brain Research,
2017.

Modifications from the previous version

Initially, original version of the dispenser was built following the instructions. The device

was successful in delivering pellets; however, following issues were noticed:

1. Pellets hop from the pellet-holder when presented by the mobile arm, in some cases
ending up misplaced or even dropped back to the hopper. This issue occurs at any
speed setting, but specially at slow speeds, where the control of the displacement
becomes irregular. This produces an abrupt advance of the arm, which also cause

the pellet to hop when reaching the end position.

2. At fast speed settings, about 1 out of 10 times the arm tip collects 2 pellets. Three

possibilities arise: they are presented at the same time, they obstruct the lid aperture

and the arm tip gets stuck, or one or both of them are fragmented.

3. The arm stops at a variable heigh position, even with maintained velocity and end-

position settings.

4. Animal’s paw gets stuck on the lid pellet-aperture or in the rubber part of the pellet-
holder when performing R&G.

5. Achievable minimum distance between the dispenser tip and the training-cage

window was superior to the project requirements of 10 mm.
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In order to mitigate these issues and thus improve the dispenser effectiveness and operating
speed, modifications focused on upgrading the servo control system and reshaping some
pieces of the design. A brief summary of this modifications is listed below:

- Control board: SparkFun Servo Trigger board was replaced by Pololu Maestro
Servo Controller board, which brings a finer and more configurable control of the
servo-motors and allows to customize their movement by defining simple programs.
The better servo-control yields a smoother movement of the arm and more precision

over its end-position, minimizing issue #1 and #3. Also, the programable feature

enables to address issue #2; defining a small pause in the middle of the advance of
the arm causes any of the extra-pellets collected to fall back into the hoper.
Moreover, with this new control board, multiple dispensers can be controlled at

once, since it disposes of multiple input/output (1/0) channels.

- Pellet-aperture: bottom edges of the aperture were rounded to reduce friction
between the pellet-holder and the pellet-aperture of the lid piece. This helps to
improve the consistency in the end-position of the arm tip, relative to issue #3. Also,
a ring sticker was adhered centered on top of the pellet-aperture to prevent that the
animal’s nails get stuck with the pellet-holder rubber or the pellet-aperture plastic,

reducing issue #4.

- Hoper pieces: in order to fit the requirement mentioned in issue #5, protruding
material at the front of the dispenser was removed, modifying both hoper sides and
hoper lid pieces. These changes were translated to the 3D design in order to make

them replicable.

The following shared folder link contain all the 3D piece designs for mounting the
current version dispenser and control box (modified pieces are specified as second
versions) and the script program required to command the dispenser:

No encuentro el link que creaste oli, pegalo aqui

Physical and Hardware Assembly

List of components

» Dispenser:
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Use the components indicated in the original assembly manual.

« Control Box (1 unit):
- 3D-printed pieces:
Control box Base (Control box - Base v2.stl)
Control box Lid (Control box - Lid.stl)

- Box cover screws: 4 units, M4 x 15 mm self-tapping metallic screws with rounded
head.

- Internal screws: 8 units, M1.7 x 5 mm self-tapping metallic screws.

- Servo controller: Micro Maestro 6-Channel USB Servo Controller (from Pololu

brand), assembled version (e.g., Pololu part number 1350).

- AC-DC wall power adapter: Power output of 4 A at 5 V, with 2.1 mm DC-Jack
output connector (e.g., RS components part number 175-3321).

- DC power socket: 2.1 mm power socket DC-Jack, panel mount for hole diameter of
7.5 mm (e.g., Digi-Key part number CP-5-ND).
- Triple Servo connector: Multiwire triple-servo MPX Plug, female to male, panel

mount for 19.3 mm x 7 mm hole (e.g., RedwingRC part number MPX-Triple-6/6).

- Prototyping PCB: Double-sided prototyping board of 2 cm x 8 cm and 0.1” (2.53
mm) spacing (e.g., Proto-supplies part number PCB-16).

- Buttons: 3 push-button switches SPST-NO (single pole single throw, normal open),
panel mount for a hole diameter of 12.7 mm (e.g., Digi-Key part number
RP3502ABLK).

- Resistors: 3 through-hole carbon resistor of 10 kQ, 1/4 W and 5% tolerance.

- Cables with connectors:
[1 unit] Supply line pair with plug: female 0.1” connector (e.g., BEC
connector) with 5-10 cm leads, lead section between 20-22 AWG. (e.g.,
Pololu part number 2180).

[4 units] 2-pin female to female jumper cable, 0.1” header connectors, cable
section between 26-30 AWG and length of 5-10 cm (e.g., SparkFun part
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number PRT-10362).
[1 unit] 3-pin female to female jumper cable, 0.1” header connectors, cable
section between 26-30 AWG and length of 5-10 cm (e.g., SparkFun part
number PRT-10363).
[1 unit] Female to female jumper cable, 0.1” header connectors, cable section
between 26-30 AWG and length of 5-10 cm (e.g., Pololu part number 3832).

- Pin header: 40 pin - single row, male straight pin header, 0.1” spacing.

- Shorting block: Jumper for 0.1” spacing header pins (e.g., Pololu part number

971).
- Shrink wrap

- Tools: Soldering material.

Building instructions

» Dispenser:

Follow the instructions from the original assembly manual to build a copy of the dispenser.

« Control Box:

1. Print the two pieces of the control box using a 3D printer, following the

recommended printing orientations indicated in the original assembly manual.

2. The small prototyping PCB will serve to place the auxiliar circuits required for the
application: a circuit for the pushbuttons, that ensures a proper reading of their
trigger-signals; and a supply connection that, when closed, enables to power the rest
of the control board when not connected by USB. Build the circuits as illustrated in
Figure 1. Place the components (resistors and pin-headers) on top of the board and
solder them at the reverse side, as shown in the schema. To set the interconnections

use thin wire segments or, simply, bridge points with welding.
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Figure 1. Auxiliar circuits mounted on the prototyping board. a) Schematic view of the circuits.
Interconnections are meant to be placed in the bottom side of the PCB. b) Top view of the soldered
circuits.

3. Solder the pealed ends of the supply cable pair to the terminals of the DC-plug
socket and cover the welding with shrink wrap to prevent short circuits. Repeat the
process for the pushbuttons, previously removing and pealing one of the ends of

each jumper cable pair. Result should resemble Figure 2.

s

Figure 2. DC-plug socket and pushbutton terminals soldered to their cables.
4. Screw the two boards and the triple-servo connector socket (female part) to the

control box with the inner screws (M1.7) and attach the DC plug socket and the

three pushbuttons with their respective tightening nut, as shown in Figure 3.
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Figure 3. Control Box with all the elements (control board, prototyping board, multi-servo

connector, power supply and pushbuttons) installed but unconnected.

5. Interconnect the devices and circuits as schematized in Figure 4.

Figure 4. Electrical connection scheme between the elements of the control box.

6. Connect the servomotor of each dispenser to be used to the control box. After doing
all the necessary adjustments (follow the next section) close the control box and
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1.

2.

screw the lid.

Adjustment of the dispensers

The range of rotation of the servomotor is limited to approximately 180 degrees.
Considering that, modify the position of the servo horn on the output gear to have
full range of motion, as illustrated in Figure 5. Once the proper position is set,

secure the piece to the output gear with a screw.

O

Figure 5. Convenient range of motion of the servomotor at its mounted position on the dispenser.

Adjust the length of the push rod to ensure the proper transmission of the
displacement from the servomotor to the arm of the dispenser. Leave loose the push
rod connector at the arm piece with that purpose. Move and hold both the arm and
the servo horn at their half range position (see Figure 6) and tighten the push rod

connection.

Figure 6. Recommended length adjustment of the push rod: at half rotation of the servomotor, the

arm should be also at half range position.

3. On a computer running Windows operative system, install the software to monitor
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and program the control board via USB. Required files and the installation
instructions can be found in the manufacturer source:

https://www.pololu.com/docs/0J40/3.a.

Disassemble the control board from the bottom of the control box while keeping all
the connections, to be able to access the USB port. Make sure to disable the
secondary board supply from the 1/O stage (removing the jumper) to have the USB
as a unique supply source for the microcontroller. Connect the control board to the
computer by USB and power the I/O stage and the auxiliar circuits by also
connecting the wall power adapter.

With this connection scheme, launch the Maestro Control Center application
installed previously. Load the settings file by accessing “File>Open settings file”,
select the file “Settings_control_board.txt” and click the button “Apply Settings” at
the bottom. This will load into the control board the configuration of each 1/0
channel and the script to control the dispensers. Pause the execution (“stop” red
button) of the ongoing script in the “Script” tab to be able to adjust the positions of
the servos.

Go to the “Status” tab (see Figure 7) and modify the servo positions (move their
sliders) to determine the convenient upper and lower arm position for each

dispenser. Note those maximum and minimum position values for each servo.

“ Pololu Maestro Control Center - O

Eile Device Edit Help

Connected to: | 200252960 ~ | Firmware version: 1.02 Emor code:  Ox0000

Status Emors  Channel Settings  Serial Settings  Sequence  Script
# Name Mode Enabled Target Speed Acceleration Position
0 servo_1 Servo ' 1880,005 30015 1505 1880,00 5
1 servo_2 Servo ' 1700.00 5 3005 19015 1700.00 -
2 servo_3 Servo ' 1700.00 = 3002 150 1= 1700.00 =
3 trigger_signal_1 Input ' 255,75 ¢ (= 05 255,75 &
4 trgger_signal_2 Input ' 255,755 )= 1]= 255,75 5
5 trigger_signal_3 Input P =572 0 o 255,752

Save Frame 0
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Figure 7. Maestro Control Center program interface, ‘Status’ tab. View of the live status of the input
and output channels (i.e., the lecture of the trigger signals and the position and configuration of the
servomotors).

4. Switch back to the “Script” tab to edit the script, focusing in the section of the code
shown in Figure 8. Change the maximum and minimum position value (up/down
positions) of each servo by the values previously found multiplied by four (to match
the change in resolution). Load the script to the control board by clicking to “Apply
Settings” and run the script to test it. Those position values might still need to be
tuned, repeat the process of modifying and testing their outcome until reaching the
desired behaviour. Also, if required, the pause that is performed in the middle of the
ascent can be adjusted in position (step position) and duration (delay time, in ms).

File Device Edit Help
Connected to: | #00252960 ~ | Fimware version: 1.02 Emor code:  (x0000

Status Emors Channel Settings Serial Settings Sequence SCN?'t

Code Run script on startup Script: 247 of 1024 bytes used Subroutines: 0 of 10 levels used Stack
- - =

# definition of the servo#l positions and the delay time (ms f the pause
96 sub servol_up 7520 return 2
7 sub servol_step 6500 return 25
sub servol_down 4000 return 2
99 sub servol_delay 110 return 2‘;
101 # definition of the servo#2 posit 1 1 | T f T 22

sub servo2_up 800 return

ub se ep 5950 return
104 sub servo2_down 4032 return 20
105 sub servo2_delay 100 return 19
# definition of the servo#3 positions and the delay time (ms) of the pause 7?_
108 sub servo3_up 6800 return 17
109 sub serv _step 5950 return 16
sub servo3_down 4032 return 15

111 sub servo3_delay 100 return
1ic v

Run Script Step Script Restart Script [ Scroll to follow script View Compiled Code 1n

Save Frame 0

“ Pololu Maestro Control Center - O

Figure 8. Maestro Control Center program interface, ‘Script’ tab. Shown section of the script
enables to adjust the range of motion of the dispensers individually.

5. Check the “Run script on startup” option to enable the program execution in the
control board when disconnected from the USB. Save the modifications introduced
on a new settings file. Finally, disconnect the USB from the control board, screw it
back to the bottom of the control box and enable the secondary board supply from
the 1/0 stage (place back the jumper). The dispensers can be autonomously operated

now, requiring only supply from the wall power adapter.

Olaia Baylo Marin
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