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RESUMEN

Teniendo en cuenta una posible relacion entre desmieliniza-
cion postraumatica y apoptosis oligodendroglial, se ha estudia-
do el nimero de oligodendrocitos en apoptosis tras una lesion
traumatica de la médula espinal y su modificacion tras la admi-
nistracion de metilprednisolona.

Ratas Wistar adultas fueron sometidas a una lesion trauma-
tica medular, causante de paraplejia. Las células en apoptosis
fueron marcadas con el anticuerpo monoclonal Mab F7-26 (apos-
tain) a las 1, 4, 8, 24 y 72 horas y una semana después del trau-
matismo. El marcaje especifico de células oligodendrogliales se
hizo con el anticuerpo monoclonal anti-oligodendrocito MAB
1580.

La expresion de Apostain aumento en el curso de las prime-
ras ocho horas tras la lesion, afectando tanto a neuronas como a
células gliales, disminuyendo posteriormente. Los animales tra-
tados con metilprednisolona, a la dosis de 30 mg/kg, por via in-
traperitoneal a los diez minutos de la lesion, mostraron una re-
duccion en el nimero de oligodendrocitos marcados a partir de
las 24 horas tras el trauma (p < 0,05). Estudios de microscopia
electronica mostraron menor desmielinizacion en los animales
tratados con metilprednisolona, coincidiendo con una disminu-
cion en el nimero de oligodendrocitos en apoptosis.

Estos hallazgos sugieren una relacion entre fenomenos de
desmielinizacion postraumatica e induccion de apoptosis oligo-
dendroglial. Por otra parte, nuestros resultados sugieren que la
administracion precoz de esteroides reduce la apoptosis oligo-
dendroglial y de forma secundaria, los fenomenos de desmieli-
nizacion axonal en la médula espinal traumatizada.
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ABSTRACT

Keeping in mind a possible relation between postraumatic
demyelination and oligodendroglial apoptosis, the objective of
this work is to study the number of apoptotic oligodendrocytes
after spinal cord injury and its possible modification after methyl-
prednisolone administration.

Adult Wistar rats were subjected to spinal cord injury, cau-
sing a paraplegia. On the damaged spinal cord tissue, the cells in
apoptosis were identified using the monoclonal Mab F7-26 (apos-
tain) at 1, 4, 8, 24 and 72 hours and a week after the trauma. The
specific identification of oligodendroglial cells was carried out
by means of the monoclonal anti-oligodendrocyte antibody MAB
1580.

The expression of Apostain increased in the course of the
first eight hours after trauma, affecting to neurons and glial cells,
and decreased in the course of the following hours and days. The
animals treated with methylprednisolone (30 mg/kg, intraperi-
toneally, ten minutes after trauma) showed a reduction of the
number of apoptotic oligodendrocytes, following the time point
of 24 hours after trauma (p < 0,05). Electron microscopy showed
a reduction of the demyelination images in the group of animals
treated with methylprednisolone, associated to a decrease in the
number of apoptotic oligodendrocytes.

These findings suggest a causal relationship between demye-
linization and oligodendroglial apoptosis after spinal cord injury.
On the other hand, our results support the effectiveness of the
early administration of steroids after spinal cord injury, decrea-
sing the oligodendroglial apoptosis and, in a secondary way, the
axonal demyelination.

Key words: Methylprednisolone, spinal cord, apoptosis, apos-
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INTRODUCCION

En 1972 Kerr y cols. (1) denominan «apopto-
sis» a un proceso fisiolégico de muerte celular di-
ferente de la necrosis y que, desde el punto de
vista morfoldgico, se caracteriza por una dismi-
nucién del tamano celular, formacién de conden-
saciones nucleares y fragmentacion de la croma-
tina por activacion de endonucleasas (1-3). En la
actualidad sabemos que la apoptosis puede ser
inducida por multiples factores como son hipoxia,
isquemia, 6xido nitrico, aminoacidos excitatorios
o presencia de radicales libres (4-7) y se puede de-
sencadenar en asociacion con la necrosis en los
tejidos danados, como ocurre, por ejemplo, en el
cerebro o en la médula espinal adulta después de
un traumatismo (8-10).

Por otra parte, es bien conocido que tras un
traumatismo medular severo se desencadenan
una serie de alteraciones histopatoldgicas asi co-
mo una cascada de mecanismos bioguimicos y
metabolicos que afectan radialmente a la sustan-
cia gris y a la sustancia blanca de la médula espi-
nal y que frecuentemente son los responsables de
los danos irreversibles que acompanan a la lesion
inicial (11-13). Estas alteraciones tisulares incluyen,
entre otros, cambios en la permeabilidad vascu-
lar, edema, necrosis celular y apoptosis (14-21),
ademas de cambios bioquimicos como son libe-
racion de idnes calcio, de acido lactico, generacion
de radicales libres, liberacion de aminoacidos ex-
citatorios, etc. (22-26) que pueden resultar en un
importante déficit neuroldgico.

La implicacion de la apoptosis en los trauma-
tismos medulares fue demostrada por Crowe y
cols. en 1995 (27) siendo la causante, al menos en
parte, de la degeneracion tisular en el sitio de le-
sion y de una desmielinizacion potstraumatica.
Hasta la fecha existen numerosos estudios en la
literatura, tanto clinicos como experimentales, que
ponen de manifiesto el papel que desempena la
apoptosis tras un traumatismo medular severo
(27-33), aceptandose su implicacidon en la patogé-
nesis de los danos secundarios postraumaticos
hasta el punto de haberse planteado la posibilidad
de desarrollar terapias antiapoptdticas que pudie-
ran disminuir la magnitud de estos danos (29, 31,
34, 35).

La metilprednisolona es un glucocorticoide con
vida media plasmatica entre 12 y 36 horas, y se
considera capaz de producir un efecto beneficio-
so sobre el dafno neuroldgico que se desencade-
na depués de un traumatismo medular severo
(36-39). Sin embargo, en la literatura no existe un
claro acuerdo acerca de su verdadero efecto neu-
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roprotector y su posible mecanismo de actuacién
sobre el sistema nervioso central.

En los ultimos anos se han desarrollado algu-
nos estudios que aportan evidencias indirectas, en
modelos de isquemia, del papel protector que po-
dria estar desempenando la metilprednisolona so-
bre el mecanismo de apoptosis (40), aunque no
existen estudios en la literatura que vayan dirigi-
dos a esclarecer el posible papel regulador que
podria estar desempenando la metilprednisolona
sobre la apoptosis que se desencadena tras un
traumatismo medular por contusion.

En el presente trabajo nos hemos planteado,
en primer lugar, un estudio sobre el desarrollo de
la apoptosis postraumatica utilizando un nuevo
procedimiento inmunohistoquimico en secciones
en parafina para la deteccion de células apopt6ti-
cas en estadios tempranos, usando el anticuerpo
monoclonal anti-ssDNA Mab F7-26 (apostain), ca-
paz de detectar células apoptdticas sin que exista
fragmentacion internucleosomal (41-44).

Por otra parte, teniendo en cuenta que algunos
estudios cooperativos americanos sobre la lesion
traumatica medular adjudican un importante pa-
pel neuroprotector después de un trauma medu-
lar a la metilprednisolona (36-39), parece logico
estudiar el papel que puede desempenar la ad-
ministracion de este esteroide sobre los fendme-
nos de apoptosis y de desmielinizacion, los cua-
les pueden incluirse entre las lesiones de dafno
medular secundario. Para ello, nos planteamos es-
tudiar fundamentalmente la apoptosis oligoden-
droglial en las fases precoces de un traumatismo
medular severo y su posible modificacion por
efecto de la administracion precoz de metilpred-
nisolona.

MATERIAL Y METODOS

Modelo experimental

Se ha utilizado un total de 96 ratas Wistar adul-
tas entre 250 y 300 g de peso. Todos los animales
fueron anestesiados intraperitonealmente con
una mezcla de diazepam (6 mg/kg) y ketamina (60
mg/kg). Posteriormente, todos los animales fue-
ron sometidos a una laminectomia a nivel T6-T8
para exponer la duramadre. La lesion fue causa-
da mediante el impacto sobre la zona medular ex-
puesta de una barra de acero que posee una su-
perficie en su extremo, de 12 mm? (Figura 1). El
peso total de la barra era de 25 g y se dej6 caer
verticalmente sobre la superficie de la médula es-
pinal desde una altura de 10 cm y guiada a través
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Figura 1. Esquema que muestra la zona de lesion medu-
lar estudiada.

de un cilindro hueco adaptado al area de la lami-
nectomia. La musculatura paraespinal y los teji-
dos subcutaneos fueron cerrados mediante sutu-
ras reabsorbibles (Surgilene, 3/0). Inmediatamente
en todos los animales se observo una paraplejia
total que permanecio invariable a lo largo de to-
do el estudio. Para conseguir en el postoperatorio
un efecto analgésico a los animales se les admi-
nistré subcutaneamente buprenorfina (0,02 mg/
250 g de peso corporal).

Después de la cirugia, los animales fueron di-
vididos al azar en dos grupos experimentales. El
grupo control (48 animales) no recibié metilpred-
nisolona y los animales del grupo tratado (48 ani-
males) recibieron a los diez minutos de la lesion
una dosis de 30 mg/kg de metilprednisolona por
via intraperitoneal. Las dosis de metilprednisolo-
na utilizada en este estudio fue escogida de acuer-
do con Hall y cols. (45), quienes establecen una
curva dosis-respuesta para la metilprednisolona,
viéndose que la administracion de una dosis de
30 mg/kg después de la lesion es la dosis mas
efectiva para prevenir la isquemia postraumatica
cuando se administra durante los primeros 30 mi-
nutos después de la lesidn. Otros estudios en ga-
tos confirman como la dosis de 30 mg/kg de me-
tilprednisolona tras la lesion contusiva es la mas
eficaz para inhibir las reacciones de peroxidacion
lipidica, atenuar la formacién de radicales libres e
incrementar la actividad (Na*-K*)-ATPasa en la
médula lesionada (46). Por otra parte, el momen-
to de administracion del farmaco tras el impacto
traumatico se hizo de acuerdo con los estudios
previos de Yoon y cols. (47).

Todos los animales lesionados fueron sacrifi-
cados mediante anestesia intraperitoneal en gru-
pos de 16 ratas en cada tiempo de estudio (ocho
ratas del grupo control y ocho ratas del grupo me-
tilprednisolona) a 1, 4, 8, 24 y 72 horas y una se-
mana después del traumatismo medular. Las
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ocho ratas correspondientes a cada grupo y tiem-
po de estudio fueron distribuidas al azar para los
estudios histolégicos e inmunohistoquimicos o
para los estudios de microscopia electronica.

Estudios histoldgicos e inmunohistoquimicos

En todos los casos, se estudiaron cortes histo-
Idgicos tehidos con hematoxilina-eosina para eva-
luar los cambios del tejido en los diferentes tiem-
pos tras la lesion. Se identificaron las células en
proceso de apoptosis mediante el marcaje con
apostain (anticuerpo monoclonal anti-ssDNA, F7-
26, Apostain 1:100, Alexis Biochemicals Corpora-
cion, USA). Ademas, se usaron controles negati-
vos de inmunotincion utilizando suero normal de
conejo como anticuerpo primario en el procedi-
miento habitual de tincion inmunohistoquimica.
Algunos cortes se sometieron a doble tincion,
usando el anticuerpo monoclonal anti-oligoden-
drocito MAB 1580 (1:200, Chemicon International,
Inc., USA) para marcaje especifico de oligoden-
drocitos.

Recuento celular y estudio estadistico

Veinte cortes (separados entre si aproximada-
mente entre 1y 2 mm) correspondientes a la zo-
na de lesion fueron seleccionados al azar de cada
animal y el nimero de células apostain-positivas
fue recogida de acuerdo con el nimero de nu-
cleos inmunotenidos en cada corte histoldgico.
Este recuento fue realizado mediante un andlisis
por morfometria de imagen (Optimas, 6.2, Opti-
mas Corporation, Bothell, WA, USA) usando una
aplicacion macro y fue hecho por dos investiga-
dores entrenados en determinaciones del morfo-
metricas, sin el conocimiento del grupo experi-
mental del que cada muestra habia sido obtenida.
En general hubo un grado alto de acuerdo entre
los observadores pero, en todo caso, la media de
los valores establecida por estos investigadores
se considerd como los valores finales.

Para cada grupo experimental, y para cada
tiempo de estudio, el numero total de células
apostain-positivas por cada corte histologico de la
zona de lesion se expresaron como los valores
medios mas sus desviaciones estandar. Los re-
sultados en los dos grupos experimentales y a los
diferentes tiempos de estudio se compararon
usando el test de la t de Student, por medio del
sistema estadistico InStat (v 1.01, Software de
GraphPad Inc., San Diego, CA, USA), considerando
estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.
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Estudios de microscopia electronica

Para los estudios ultrastructurales, las mues-
tras de tejido de médula espinal fueron fijadas con
glutaraldehido al 3% en PBS, postfijadas con te-
tréxido de osmio al 1% en PBS durante tres ho-
ras, deshidratadas en una serie gradual de alco-
holes e incluidas en araldita. Los cortes semifinos
(1 micra) se tineron con azul de la toluidina. Los
cortes ultrafinos se tineron con acetato de uranilo
y se examinaron bajo un microscopio electrénico
de transmision Philips EM-200.

RESULTADOS

En el modelo experimental utilizado, la lesion
medular causa una paraplejia irreversible y en el
estudio morfoldgico de la médula espinal se ob-
servan, de forma precoz, cambios celulares com-
patibles con necrosis y con apoptosis (21). A lo lar-
go del periodo de tiempo en que se realizo el
estudio, ningun animal con trauma medular mos-
tro signos de recuperacidon motora o sensitiva. En
nuestro material, la deteccion de células apostain
positivas confirma que la muerte celular por apop-
tosis ocurre de una forma cronolégica especifica
en la fase aguda de la lesién, afectando tanto a
neuronas como a células de glia. Aunque en el
presente estudio se identificaron astrocitos en
apoptosis, un numero considerable de las células
marcadas con apostain tenian una morfologia y
distribucién propia de las células de oligodendro-
glia, lo que fue confirmado mediante el doble
marcaje con apostain y MAB 1580.

Una hora después de la lesion era evidente la
existencia de un importante edema tisular en la
médula espinal de todos los animales (tratados y
no tratados) afectando mayoritariamente a la zo-
na de los cordones posteriores. Por otra parte, la
presencia de zonas de microhemorragias, células
inflamatorias y neuronas con signos de degene-
racion, como son eosinofilia, pérdida de grumos
de Nissl, picnosis nuclear con rechazo del nicleo
a la periferia, morfologia alargada (retraccion y an-
gulacidn del citoplasma) y vacuolas citoplasmati-
cas fue un hecho constante. En algunas ocasio-
nes la ocupacidon masiva de la sustancia gris por
parte de los hematies impidié la correcta visuali-
zacion de la morfologia neuronal. Los estudios in-
munohistoquimicos mostraron una clara positivi-
dad al marcador apostain en neuronas pequenas
de las astas dorsales. Las neuronas motoras y
neuronas intermedias mostraban escasa inmu-
nopositividad para apostain. No todas las células
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positivas para apostain mostraban cuerpos apop-
téticos pues este marcador detecta estadios muy
precoces de la apoptosis.

Los estudios de morfometria mostraron que el
numero de células de apostain-positivas era 69 +
5,6 en los cortes histolégicos correspondientes a
animales no tratados y 72 + 3,5 en los tratados
con metilprednisolona. El nimero de células mar-
cadas identificadas claramente como oligoden-
drocitos en apoptosis fue de 35 + 6 en animales
tratados y de 39 + 7 en animales no tratados. El
analisis estadistico no reveld ninguna diferencia
significante entre los dos grupos (p > 0,05).

A las cuatro horas tras la lesion, los cambios
histopatoldgicos observados en la médula espi-
nal en el segmento de lesion eran similares a los
descritos en el grupo anterior, sin embargo, en la
sustancia blanca el edema y las imagenes de des-
mielinizacidon axonal eran mas evidentes. La ex-
presion de apostain también era similar a la del
grupo anterior. La morfometria en este momento
mostré un nimero de células apostain-positivas
de 72,4 + 3,5 en las secciones medulares de ani-
males no tratados y 69 = 5,6 células en los ani-
males tratados. El nimero de células de aspecto
oligodendroglial y marcadas con apostain fue de
38 £ 6 y de 41 + 4 en animales tratados y no tra-
tados, respectivamente. El analisis estadistico no
reveld ninguna diferencia significativa entre los
dos grupos experimentales (p > 0,05).

A las ocho horas de la lesion se podian identi-
ficar en el tejido medular traumatizado zonas de
necrosis, fundamentalmente en la sustancia gris
centromedular, persistiendo todavia focos hemo-
rragicos. Un importante edema tisular estaba pre-
sente en este periodo y estas areas de edema va-
sogénico se asociaban con un ensanchamiento de
los espacios extracelulares, fundamentalmente en
la sustancia blanca. En los animales tratados con
metilprednisolona el edema observado fue menor
asi como las imagenes de degeneracion axonal y
desmielinizacién. Se detectaban cuerpos apopto-
ticos tanto en células pequenas redondeadas de
aspecto glial como en células de aspecto neuro-
nal muchas veces localizadas cercanas a areas de
necrosis en la sustancia gris. Las técnicas inmu-
nohistoquimicas mostraron un importante incre-
mento del numero de células apostain positivas
en la sustancia gris tanto de las astas anteriores y
posteriores. Parte de estas células presentaban
morfologia neuronal (fundamentalmente neuro-
nas motoras). Junto a las neuronas existian célu-
las apostain positivas que coexpresaban MAB1580,
tipificdandose como oligodendrocitos. Estas célu-
las fueron identificadas como oligodendrocitos en
apoptosis por medio de la microscopia electroni-
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Figura 2. Oligodendrocito en fase precoz de apoptosis, a
las 24 horas de la lesién traumética medular. Se observan
tipicas alteraciones, con agregaciones de la cromatina nu-
clear y conservacion de las organelas citoplasmaticas.
Microscopia electrénica, x 4.000.

ca (Figura 2). Por otra parte, en la sustancia blan-
ca también encontramos un aumento de células
positivas para apostain con apariencia oligoden-
droglial que se mostaron MAB 1580 positivas, jun-
to a astrocitos marcados con apostain. La morfo-
mertria mostré en este tiempo, un nimero de
células apostain-positivas de 172 + 4,6 en los ani-
males tratados y un numero de células positivas
de 186 + 5,8 en los animales no tratados. Las cé-
lulas de aspecto oligodendroglial marcadas con
apostain fueron 98,4 + 4,6 en animales tratados y
102,2 + 8,6 en animales no tratados. El analisis es-
tadistico no reveld ninguna diferencia significati-
va entre los dos grupos (p > 0,05).

A las 24 horas tras el traumatismo, en la zona
de lesion el numero de neuronas que persistian
en la sustancia gris era muy pequeno. Se obser-
varon claras areas de necrosis con algunas célu-
las inflamatorias y focos de microhemorragia
persistentes. A nivel de la sustancia blanca se vi-
sualizaba también imagenes de dano tisular con
desestructuracion de la morfologia axonal e hi-
pertrofia citoplasmatica de las células de astroglia.
La positividad a apostain era solamente observa-
da en células redondeadas de nucleo oscuro y
compacto con un halo claro perinuclear positivas
para MAB-1580 y por tanto identificables como
oligodendrogliales. Estas células se localizaron al
azar a lo largo de toda la sustancia blanca. En la
sustancia gris, la positividad a apostain era esca-
sa en animales tratados y no tratados, respectiva-
mente, aunque se identificaron oligodendrocitos
apoptadticos entre neuronas de morfologia con-
servada (Figura 3). El estudio morfométrico en es-
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Figura 3. Oligodendrocitos marcados con apostain, en tor-
no a neuronas no marcadas. Veinticuatro horas tras el trau-
matismo. Apostain, técnica ABC, x 400.

te momento mostré un numero de células apos-
tain-positivas de 153,1 = 2,1 en los animales no
tratados y 111 + 6,5 células en los animales trata-
dos, con una diferencia estadisticamente signifi-
cativa (p < 0,05). El niumero de células marcadas,
identificadas como oligodendrocitos, fue de 80 +
12,2 en animales no tratados y de 45 + 6,7 en ani-
males tratados (p < 0,05) (Figura 4).

A las 72 horas de la lesién medular, en los ani-
males no tratados las hemorragias tisulares esta-
ban practicamente ausentes, peristiendo, sin em-
bargo, signos de degeneracion tisular sobre todo
en la region central y posterior de la médula es-
pinal. Asi, se podia observar la existencia de una
cavidad centromedular y a nivel de la sustancia
blanca un importante edema intersticial con le-
siones sobre los axones mielinizados de los cor-
dones medulares. En los animales tratados con
MP también se observaron imagenes de degene-
racion axonal y de desmielinizacidn, asi como fi-
bras mielinizadas con pérdida de la estructura
axonica en su interior, pero fueron practicamente
inexistentes las zonas de extenso edema intersti-
cial. La expresidon de apostain estaba limitada
practicamente a la sustancia blanca afectando a
células de aspecto morfoldgico oligodendroglial
(MAB 1580 positivas) asi como a algunas células
de aspecto astroglial. De forma muy excepcional
se detectaba alguna neurona apostain positiva. La
morfometria, en este momento, mostré un nu-
mero de células apostain-positivas de 98 + 3,2 en
los animales no tratados y de 89 + 4,5 células en
los animales tratados, resultados sin diferencia
significativa (p > 0,05). Las células de aspecto oli-
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Figura 4. Panoramicas histoldgicas que muestran un gra-
do extremo de diferencias en el nimero de oligodendro-
citos en apoptosis, correspondientes a la sustancia gris
medular, en animales no tratados (A) y tratados con me-
tilprednisolona (B). 24 horas tras la lesion medular trau-
matica. Apostain, técnica ABC, x 40.

godendroglial fueron 62 = 6 en animales no tra-
tados y 30 + 6 en animales tratados (p < 0,05).

Una semana tras el traumatismo, la positivi-
dad a apostain era muy escasa, tanto en la sus-
tancia gris como en la sustancia blanca, afectan-
do sélo a células de morfologia glial y estando
ausente en elementos neuronales. Estos resulta-
dos eran idénticos para ambos grupos experi-
mentales donde los estudios morfométricos mos-
traron un valor para las células apostain-positivas
de 51,6 + 4,1 para los animales no tratados y de
47,2 + 3,4 células para los animales tratados, sin
diferencia entre los dos grupos (p > 0,05). Las cé-
lulas oligodendrogliales marcadas fueron, como
valor medio, 46,4 + 2,6 y 21 + 7,6 respectivamen-
te, para el grupo de animales no tratados y trata-
dos (p < 0,05). La Figura 5 muestra los valores me-
dios de células oligodendrogliales marcadas con
apostain en los diferentes momentos tras la lesion
y en los dos grupos experimentales.

Los resultados de microscopia electronica que
se llevaron a cabo sobre las muestras, entre una
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Figura 5. Gréfica que muestra los valores medios de oli-
godendrocitos en apoptosis, a lo largo del periodo de tiem-
po estudiado, en los dos grupos experimentales. A partir
de las 24 horas tras la lesion, existe una clara diferencia,
estadisticamente significativa, entre ambos grupos (p <
0,05).

hora y una semana después de la lesién, mostra-
ron la coexistencia de células en necrosis y en
apoptosis. Se pudieron identificar células en una
fase temprana de apoptosis, mostrando la carac-
teristica agregacion de cromatina nuclear en ma-
sas densas, con la preservacién de organelas ci-
toplasmaticas. Posteriormente, se identificaron
células en estadios mas avanzados de la apopto-
sis mostrando la tipica y clara retraccion citoplas-
matica asi como el desarrollo de protuberancias
en la superficie celular y fragmentacion del con-
tenido nuclear, formando tipicos cuerpos apopto6-
ticos. Aunque las caracteristicas del estudio ultra-
estructural no permitieron establecer resultados
cuantitativos respecto a las imagenes de desmie-
linizacion, se observaron diferencias cualitativas
en los diferentes periodos de tiempo estudiados
y también segun que los animales hubieran sido
tratados o no con metilprednisolona. Asi, se ob-
servd un mayor numero de imagenes de desmie-
linizacién en los animales no tratados, siendo evi-
dente este hecho a partir de las 24 horas de la
lesion, con su maxima expresion a la semana del
traumatismo (Figura 6).

DISCUSION

Tradicionalmente, la muerte celular que acon-
tece después de un traumatismo medular severo
ha sido explicada por el desencadenamiento de
un proceso de necrosis, resultante del fendmeno
hemorragico e isquémico (hipoxia) y de la reac-
cion inflamatoria que acompana al dafo tisular
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(48, 49). Hoy sabemos, sin embargo, que el me-
canismo de apoptosis, como fendmeno de muer-
te celular programada, parece estar implicado
activamente en la degeneracion medular pos-
traumatica, desempenando un papel importante
en los danos neurolégicos que se van a estable-
cer tras la fase aguda de la lesion traumatica (4,
21, 26-28, 31, 33, 50, 51).

En el presente estudio hemos utilizado un nue-
vo procedimiento inmunohistoquimico en sec-
ciones en parafina para la deteccidn especifica de
células apoptadticas en estadios muy tempranos,
usando el anticuerpo monoclonal anti-ssDNA
Mab F7-26 (apostain) (41-44). Los resultados ob-
tenidos muestran la existencia de células apostain
positivas tan sélo una hora despues del trauma-
tismo en la sustancia gris medular, tanto a nivel
del componente neuronal como glial. Ademas,
encontramos un importante nimero de células en
apoptosis tipificables como de naturaleza oligo-
dendroglial, con un pico de mayor expresion de
células apostain positivas a las ocho horas de la
lesion traumatica.

Por otra parte, cuando se administra metil-
prednisolona encontramos que existe una dismi-
nucién estadisticamente significativa del nimero
de células apostain-positivas a las 24 horas del
traumatismo, con una reduccion significativa de
la apoptosis oligodendroglial a partir de este mo-
mento y coincidiendo con una disminucion en las
imagenes ultraestructurales de desmielinizacion.
Estos resultados parecen indicar que la adminis-
tracion de metilprednisolona es capaz de ofrecer

Estudio de la apoptosis oligodendroglial

Figura 6. Imagenes de micros-
copia electrénica, mostrando al-
teraciones mielinicas a lo largo
del periodo de tiempo estudia-
do. (A) Desmielinizacion (flecha)
a las 24 horas de la lesion (x
4.000). (B) Masas amorfas de
mielina después de 72 horas tras
la lesién traumatica (x 8.000). (C)
Denudamiento axonal con pér-
dida de la mielina, una semana
después de la lesion traumatica
(x 4.000).

neuroproteccion en cuanto a lograr una reduccion
significativa de la apoptosis celular, y en particu-
lar de la apoptosis que afecta a las células de oli-
godendroglia a partir de las 24 horas tras la lesion.
Teniendo en cuenta que es a partir de las 24 ho-
ras cuando se aprecian ultraestructuralmente cla-
ras imagenes de desmielinizacion axonal y que
estas imagenes se reducen significativamente en
el caso de animales tratados con esteroides, es
posible que la disminucion de la desmielinizacion
que acontece en los animales tratados puede es-
tar relacionada con el efecto antiapoptético lo-
grado por estos farmacos sobre las células de oli-
godendroglia.

En nuestro material hemos podido observar
que en periodos precoces de evolucidon postrau-
matica, la positividad al apostain esta fundamen-
talmente localizada en la sustancia gris medular y
en periodos mas tardios la positividad parece li-
mitarse fundamentalmente a la sustancia blanca.
Lou y cols. (33) aportan resultados similares a los
obtenidos en nuestro estudio, con una pequena
diferencia en el porcentaje de células apoptéticas
en los diferentes tiempos, lo que puede ser debi-
do a la alta especificidad del marcador de apop-
tosis que hemos utilizado, ya que apostain es una
técnica que permite detectar células en apoptosis
aun en ausencia de fragmentacion del DNA.

La consideracion de que los fendmenos de
apoptosis desempefnan un papel en las lesiones
secundarias que acontecen tras una lesion trau-
matica medular nos debe llevar a plantearnos la
utilidad de ciertas terapias antiapoptoticas dirigi-
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das a frenar la cascada de eventos bioquimicos
que ocurren de forma secundaria a la lesion trau-
matica, fundamentalmente terapias con bcl-2 o
con anticuerpos anticaspasas (29, 31, 34, 35). En
cualquier caso, existen publicaciones a favor de
que tras un traumatismo medular severo, la ad-
ministracion precoz y continuada de corticoides a
dosis altas puede influir significativamente sobre
las lesiones morfoldgicas que acontecen en el te-
jido lesionado, hecho que se correlaciona, en algu-
nas ocasiones, con una importante recuperacion
funcional (20) y que, seguin nuestros presentes re-
sultados, podria ser relacionado con un efecto an-
tiapoptotico sobre las células oligodendrogliales,
cuya principal funcién es la formacion y manteni-
miento de la estructura mielinica. Esta hipotesis
cobra un mayor valor si se tiene en cuenta que,
en el momento actual, el mecanismo de actuacion
por el cual los corticoides podrian ejercer un efec-
to neuroprotector sobre las lesiones medulares es
aun desconocido, implicandoseles en la disminu-
cion de catecolaminas en la zona de lesién (52,
53), en su capacidad de atenuar la formacion de
radicales libres (54) o en su efecto directo sobre
los niveles de glutamico (55), e incluso parece te-
ner actuaciones a nivel circulatorio, metabdlico y
de estabilizacion de la membrana (56), efecto so-
bre la peroxidacion lipidica (39, 57, 58), formacion
de prostaglandinas por liberacién de acido ara-
quiddnico (59), en la formacion de radicales libres
del oxigeno (60, 61), efecto antiedema (20) o in-
cluso antiinflamatorio (9, 62).

Ademas, se acepta que los glucocorticoides
pueden estar regulando la expresion de ciertas
moléculas en el sistema nervioso. Asi, se conoce
que la corticosterona es capaz de regular la ex-
presion de PGA en astrocitos de la médula espi-
nal contribuyendo a la regulacion de la gliosis des-
pués de una lesion y que los oligodendrocitos y
la microglia también son sensibles a la accion de
los glucocorticoides. La inhibicidén de la peroxida-
cion lipidica parece ser uno de los mecanismos
mas beneficiosos de la metilprednisolona, como
se ha reflejado en estudios cooperativos que se-
nalan que una dosis de 30 mg/kg es suficiente pa-
ra atenuar la peroxidacion lipidica postraumatica
(23, 46, 59). El descubrimiento de que la activacion
de un receptor de glucocorticoide inhibe la activi-
dad transcripcional de ciertos factores nucleares
que regulan la expresion de mediadores de la res-
puesta inflamatoria como citoquinas, 6xido nitri-
co o sintetasa inducible, ha aportado datos im-
portantes acerca de las bases moleculares de la
actividad de los glucocorticoides y es obvio que
otros posibles mecanismos de actuacién de los
glucocorticoides sobre la apoptosis, no relaciona-
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dos con los receptores de glucocorticoides, no
pueden ser descartados.

En estudios previos, usando dexametasona
tras una lesion medular, hemos podido compro-
bar que la dexametasona ejerce un importante
efecto antiedematoso en el tejido medular trau-
matizado y reduce significativamente la desmieli-
nizacion postraumatica (20). La posibilidad de que
este efecto esté mediado también por una accién
antiapoptotica se deduce de observaciones pre-
vias que demuestran como la dexametasona lo-
gra una marcada reduccion del nimero de células
en apoptosis en la médula traumatizada, incluso
antes de las primeras 24 horas tras la lesion (63).
Estos hallazgos se encuentran en relacion con los
resultados obtenidos por Brandoli y cols. (64),
quienes describen que la administracién de de-
xametasona a altas dosis (20 mg/kg) puede re-
ducir la apoptosis en la médula espinal de ratas
sometidas a un traumatismo por contusion, su-
poniéndose que este efecto antiapoptdtico es de-
bido a su capacidad para reducir los niveles del
receptor p75.

En cualquier caso, nuestros resultados mues-
tran que la administracion sistémica de una dosis
Unica de metilprednisolona (30 mg/kg) después
de un traumatismo medular es capaz de disminuir
significativamente el nimero total de células en
apoptosis localizadas en el tejido medular trau-
matizado a las 24 horas de la lesién y que a par-
tir de este momento, en los animales tratados, se
aprecia una una disminucion significativa del nu-
mero de oligodendrocitos apoptdticos y, al mismo
tiempo, disminuyen las imagenes de desmielini-
zacion axonal en el tejido medular traumatizado.
Estos hallazgos sugieren un importante papel de
la apoptosis oligodendroglial inducida por el
traumatismo en el desencadenamiento de lesio-
nes secundarias de desmielinizacién, en las fases
precoces tras un trauma medular severo. La posi-
bilidad de bloquear parcialmente con metilpred-
nisolona la apoptosis postraumatica ofrece una
nueva justificacion para el empleo de esteroides
en las fases iniciales de un traumatismo medular
severo y justifica la necesidad de posteriores es-
tudios, encaminados a un mejor conocimiento del
papel que juega la apoptosis en las lesiones trau-
maticas del sistema nervioso.
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