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Resumen

Objetivo: Analizar el efecto de células madre del estroma de médula dsea en los traumatismos cerebrales.

Material y Método: Se causé trauma cerebral por contusion, en 20 ratas Wistar adultas. A los 2 meses se transplantd
CM adultas (3X106), como suspension en suero fisioldgico (volumen total de 30 pL). En 10 animales se inyect6 directa-
mente sobre la zona de lesion traumatica cerebral y en otros 10 animales sobre una malla de gel de fibrina insertada en
la lesion. La evolucion funcional de los animales se estudié mediante los tests de mNSS y Rota-rod.

Resultados: Todos los animales mostraron déficit funcional tras la lesién traumatica, con mejoria significativa tras el
trasplante intracerebral de CM, sin diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos experimentales.
Conclusion: La insercion de una malla de fibrina en una lesion cerebral traumatica, como soporte para la administra-
ci6n intralesional de CM no parece ser una técnica util para optimizar los resultados funcionales obtenidos con este tipo
de terapia celular.
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Abstract

Objetive: To analyze the effect of intracerebral transplantation of adult stem cells obtained from bone marrow stroma in
an experimental model of traumatic brain injury.

Material and Method: We performed a traumatic brain contusion in 20 adult Wistar rats. At 2 months of injury, 3x10°
bone marrow stromal cells as saline suspension of CM, with a total volume of 30 uL, was injected in the area of trauma-
tic brain injury. In 10 animals the injection was made directly over the traumatic brain injury and in other 10 animals the
injection was made on the mesh of fibrin gel. The functional evolution of animals was studied from injury to two months
after transplantation using the mNSS test and the Rota-rod test.

Results: All animals showed a clear and significant functional deficits after traumatic injury, and experienced significant
improvement after intracerebral transplantation of bone marrow stromal cells, with no statistically significant differences
between experimental groups.

Conclusion: The insertion of a mesh of fibrin in the area of brain injury, as support for intralesional administration of
CM, in an experimental model of traumatic brain injury, does not seem to be a useful technique to optimize the functio-
nal results obtained with this type of therapy cell.
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I Introduccion

Diferentes estudios han demostrado que una matriz extrace-
lular organizada es necesaria para lograr la adhesion, diferen-
ciacion y proliferacion celular. En las estrategias de terapia ce-
lular para reparar lesiones en el Sistema Nervioso Central
(SNC), las células a trasplantar generalmente se inyectan en un
tejido lesionado en el que la vascularizacion es baja y donde
aparece una respuesta inflamatoria. En estas circunstancias
adversas, las células trasplantadas pueden morir por un proce-
so de apoptosis desencadenado por la pérdida de contacto in-
tercelular, al que se conoce como «anoikis». Por esta razon, se
ha planteado la necesidad de obtener una matriz de soporte
que permita un entorno permisivo para la supervivencia, la
proliferacion y la diferenciacion celular [1]. Entre las diversas
matrices bioldgicas que se han considerado ttiles como sopor-
te celular esta el gel de fibrina, ya que la malla que forma la
proteina es lo suficientemente porosa para permitir la migra-
cion de las células y el contacto entre ellas [2].

El gel de fibrina se basa en la polimerizacion de fibrinoge-
no y trombina con calcio para formar una red de fibrina
que imita los pasos finales de la coagulacion de la sangre.
Originalmente fue preparado con plasma de la sangre de
donantes, sin embargo, debido a la baja concentraciéon de
fibrindgeno en plasma, la estabilidad y la calidad del gel de
fibrina fueron bajos. Actualmente existen preparados co-
merciales, homologados para uso clinico como sellantes
biolégicos, y experimentalmente, diversos estudios han se-
fialado que el gel de fibrina puede ser til como soporte ce-
lular. Se ha descrito, ademas, que las matrices disefiadas
con fibrina pueden aumentar la adhesion y la proliferacion
celular en presencia de factores troficos [3][4], por lo que
han sido utilizadas como soporte de células madre embrio-
narias [5], fibroblastos [6] o células madre estromales [7].

En estudios previos, se han obtenido evidencias de que la
administraci6n intracerebral de CM del estroma de médula
Osea es capaz de recuperar parcialmente los déficit funcio-
nales que tienen lugar tras un TCE importante en ratas
adultas. En estos estudios, la administracion de las CM pa-
rece ir seguida de la incorporacion de estas células al tejido
huésped, con signos de diferenciacion neural, y de un au-
mento de la neurogénesis endogena (8). A pesar de ello, se
admite que existe una importante pérdida de CM tras el
trasplante, ya que éstas son colocadas en una zona donde
hay una cavidad necrética postraumitica y donde es dificil
lograr un efectivo contacto intercelular. Con la hip6tesis de
que la administracion de CM sobre una matriz bioldgica de
fibrina podria mejorar las condiciones de contacto interce-
lular y aumentar la eficacia de este tipo de terapia celular se
disefi6 el presente estudio experimental.
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I Material y Métodos

Se utilizaron 20 ratas Wistar hembras de 200-250 g de
peso, que fueron anestesiadas con isoflurano y sometidas
posteriormente a una craneotomia de 10 mm de didmetro
sobre el parietal derecho, entre el lambda y el bregma. Tras
la exposicion de la duramadre cortical, se procedié a abrir
una ventana sobre la misma con el fin de exponer la super-
ficie cortical. A continuacion se produjo una lesion cerebral
traumatica grave dejando caer, desde una altura de 15 c¢m,
sobre la superficie del cerebro, una barra de 12 mm de sec-
cién y 25 g de peso. Esta barra fue guiada en su caida a tra-
vés de un cilindro hueco, adaptado al area de la craneoto-
mia y que permite realizar una lesién estandarizada que se
define como el producto del peso de la barra por la altura
desde la cual se deja ésta caer (Figura 1).

Técnica del trasplante celular

Se disefiaron dos grupos experimentales. En el grupo CM
(n:10), se hizo un trasplante intracerebral de 3x106 CM re-
suspendidas en suero fisioldgico, mientras que en el grupo
CM/Matriz (n:10) se hizo un trasplante intracerebral de
3x106 CM inyectadas sobre la matriz de fibrina previamen-
te preparada. Para ello, transcurridos dos meses después del
TCE, todas las ratas fueron anestesiadas con isofluorane al
4% en N20:02 (70:30) y premedicadas con morfina (2.5
mg/kg, s.c.) y meloxicam (2 mg/kg, s.c.). La anestesia se
mantuvo mediante isofluorane al 1-2% en N20:02 (70:30)
y durante la cirugia las ratas respiraban espontdneamente.
Se abrié una ventana sobre la misma zona donde se habia
realizado la craneotomia, con el fin de exponer la cavidad
post-traumdtica. Una vez realizada la apertura del campo
quirtrgico, los trasplantes se hicieron segtin el grupo experi-

Area de craneotomia

— Altura
desde la

153 cm. - ': que cae

| - 123em

- 8 Cilindro hueco
Barra metélica metélico A

Fig. 1. Modelo experimental. A) Barra de acero para producir una
lesion cerebral por contusion. B) Zona de craneotomia para pro-
vocar una lesion cerebral en la zona parietal derecha.
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Fig. 2. A) Animal traumatizado con tendencia a girar hacia el lado
de la lesion. B) Test de la viga, en un animal normal. C) Un ani-
mal con trauma cerebral previo tiene dificultad para desplazarse
en linea recta por una viga.

mental correspondiente. Al grupo CM/Matriz se les tras-
planté intralesionalmente la matriz de fibrina, preparada
como se indica anteriormente, a través del sistema de inyec-
cion de doble jeringa. Transcurridos 10 minutos polimerizo
el gel y se inyectaron 3x106 CM dentro de dicha matriz de
soporte. En el grupo CM se administraron tnicamente CM
en suero fisioldgico. Una vez cerrado el campo quirurgico,
las ratas fueron colocadas en una cdmara con temperatura
y humedad controladas y se realizaron cuidados postopera-
torios acordes con su situacion clinica.

Tras la cirugia, las ratas fueron colocadas en una cimara
con temperatura y humedad controladas y se realizaron cui-
dados postoperatorios acordes con la situacion clinica de las
mismas y procedimientos diarios de vigilancia. En todos los
animales experimentales se observaron dafos caracteristicos
de un trauma cerebral inmediatamente tras el impacto, que
pueden ser valorados con diferentes tests de valoracion fun-
cional (Figura 2). Con este modelo, los animales mostraron
una disfuncion cerebral significativa. Tras 2 meses de segui-
miento sin modificacion del déficit neurologico se consider6
que éste era un déficit establecido y se procedio al trata-
miento de terapia celular mediante el trasplante intracere-
bral, en la zona de lesion traumatica, de CM adultas mesen-
quimales, obtenidas del estroma de médula 6sea. Al objeto
de estudiar la influencia de una matriz de fibrina como so-
porte celular de las CM, se hicieron dos grupos experimen-

tales, trasplantando CM en suero fisioldgico (10 animales),
o bien en una matriz de gel de fibrina (10 animales).

Obtencion de CM del estroma de la médula dsea

Para la obtencién de las CM se utilizaron ratas Wistar
macho adultas de entre 200 y 250 g de peso. Tras sacrificar
los animales con una mezcla de 70% CO:2y 30% O, se ais-
laron las tibias y los fémures, siendo inmediatamente colo-
cados a 4°C en medio alfa-MEM (Cambrex) / 2,5% suero
fetal bovino (FBS, Lonza) suplementado con antibidtico
(Lonza). Tras cortar las epifisis de los huesos en condicio-
nes estériles, bajo campana de flujo laminar, la médula 6sea
fue extraida mediante lavado de los huesos con una jerin-
guilla y una aguja n° 26, cargada con 2mL de medio alfa-
MEM completo, es decir, suplementado con 2mM de L-glu-
tamina (Lonza), 100ug/mL penicilina, 100 ug/mL
estreptomicina, 5 ug/mL de gentamicina y con 20% FBS.
Posteriormente, las células de la médula dsea fueron disgre-
gadas mediante pipeteado y luego filtradas a través de una
malla de nylon de 70 um. La suspensién celular resultante
fue sometida a recuento en cdmara de Neubauer mediante
el test de viabilidad del azul tripan. Tras el recuento, las cé-
lulas madre fueron subcultivadas en frascos de 75 cm?® en
una concentracion 160.000 células/cm? en presencia de
12mL de medio alfa-MEM completo/20%FBS, en una estu-
faa 37°C, con 5% CO:. A las 72 horas de incubacion el so-
brenadante fue retirado y sustituido por medio nuevo.
Cuando las células alcanzaron un desarrollo cercano a la
confluencia, fueron levantadas del frasco de cultivo me-
diante su incubacién con 3 mL de tripsina, 0.25%/1mM
EDTA (Lonza), durante 4-5 minutos, a 37°C. Tras este pe-
riodo de incubacion, la tripsina fue inactivada con 6 mL de
medio alfa-MEM completo/2,5% FBS. Las células obteni-
das, tras ser centrifugadas, a 1200 rpm, durante 15 minu-
tos, fueron lavadas al menos dos veces con medio alfa-
MEMcompleto/2,5%FBS mediante centrifugacion, a 1000
rpm, durante 5 minutos cada lavado. Finalmente el boton
celular obtenido fue diluido en medio alfa-MEM comple-
to/10%FBS y sometido a recuento nuevamente mediante el
test de viabilidad de azul tripan. Tras el recuento, las célu-
las madre fueron subcultivadas en frascos de 75 cm?® en una
concentracion 15.000 células/cm? en presencia de 12mL de
medio alfa-MEM completo/10% FBS.

Preparacion de las CM para el trasplante intracerebral
Para obtener el material donante para el trasplante celu-
lar, las células correspondientes a un primer pase (P1) fue-
ron levantados en condiciones estériles y bajo campana de
flujo laminar por digestion enzimdtica con tripsina
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0.25%/1mM EDTA durante 4-5 minutos, a 37°C. Tras este
periodo de incubacién la tripsina fue inactivada con 6 mL
de medio alfa-MEM completo/2,5% FBS. Las células obte-
nidas tras ser centrifugadas, a 1200 rpm, durante 15 minu-
tos, fueron lavadas con suero fisioldgico y sometidas a re-
cuento celular mediante el test de viabilidad del azul tripan.
Una vez realizado el recuento, 3x106 CM fueron nueva-
mente centrifugadas a 1000 rpm, durante 5 minutos. Fi-
nalmente, el botén celular obtenido fue diluido en suero fi-
siologico al volumen requerido para el trasplante,
aproximadamente 30 pL y cargadas en una jeringuilla Ha-
milton de 50 pL, en condiciones estériles y bajo campana
de flujo laminar. El procesamiento de las CM para realizar
el trasplante junto con la matriz de fibrina se desarrollé de
la misma forma, con la diferencia de que las CM (3x106) se
inyectaron sobre la matriz de fibrina previamente implanta-
da en la cavidad postraumitica.

Preparacion de la matriz de fibrina

Las matrices en forma de gel de fibrina se prepararon uti-
lizando un kit de Tissucol ® Duo 5 mL (Baxter, SL, Valen-
cia, Espafia), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
El gel se forma por la mezcla de dos soluciones separadas
de un componente A, compuesto por fibrinégeno 10
mg/mL, fibronectina 5.5.mg/mL, factor XIII 30 U/mL, plas-
mindgeno 0.8 mg/mL y aprotinina 3000 UI/mL. El llamado
componente B lo componian trombina 4 Ul/mL y cloruro
calcico 20 pmol/mL.

Cada uno de los componentes se cargd en una jeringuilla
de 2mL, las cuales fueron colocadas sobre un sistema de in-
yeccion de doble jeringa que hace que los dos componentes
se mezclen en el mismo momento, para formar la matriz
que dard soporte posteriormente a las CM. Una vez coloca-
dos los dos componentes sobre la cavidad se estimd un
tiempo de 10 minutos hasta que polimerizo.

Tests de valoracion funcional

La evaluacion neuroldgica se realizé a través de los tests
funcionales mNSS (modified Neurological Severity Score
test) y Rota-rod. El test mNSS cuenta con una serie de valo-
raciones que abarca la funcién motora, sensorial, test de
equilibrio sobre una, viga y valoracion de la presencia o no
de determinadas respuestas reflejas (9-12). Este test tiene
una puntuacion maxima de 19 puntos, estableciéndose una
serie de categorias de gravedad segun la puntuacién obteni-
da: 1 a 6 puntos, lesion leve; 7 a 12 puntos, lesion modera-
da, y 13 a 19 puntos, lesion severa. El test del Rota-rod mi-
de fundamentalmente coordinacién y equilibrio, siendo un
método cldsico para medir el grado de lesion en animales
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de experimentacion sometidos a TCE. Consiste en un rodi-
llo sobre el que se coloca el animal y que se acelera progre-
sivamente durante un minuto. Los animales con lesiones ce-
rebrales obtienen menos puntuacién que los animales
sanos, y la puntuacién ird aumentando segin sea mds leve
el grado de lesion [13].

Estudios histologicos

Al final del estudio, tras sacrificar los animales, se estu-
diaron, en 3 de cada grupo, los aspectos macroscopicos e
histoldgicos de la zona cerebral donde se habia hecho el
trasplante. La técnica histoldgica utilizada fue la de hema-
toxilina-eosina.

Analisis estadistico

Los datos de valoracion funcional obtenidos se analiza-
ron estadisticamente para detectar las posibles diferencias
en la funcién neuroldgica. Se realizaron dos tipos de anali-
sis estadisticos utilizando el soporte informdtico SPSS (ver-
sion 15.0): a) t de Student para la comparacion de medias
de muestras relacionadas, para detectar las diferencias an-
tes y después del TCE y b) t de Student para la compara-
cién de muestras independientes, considerandose significa-
cion estadistica una p< 0.05. Se analizaron los grupos de
datos correspondientes a los dos tratamientos, por un lado
el grupo tratado con CM en suero fisioldgico (n: 10) y por
otro, el grupo tratado con CM en matriz de fibrina (n: 10),
en la semana 2, 4, 6 y 8 post-trasplante.

I Resultados

Tras el TCE se detecté un déficit funcional evidente en
todos los animales, sin que se observara modificacion sig-
nificativa del déficit neuroldgico en el transcurso de los dos
meses siguientes a la lesion. Tras el trasplante de CM se
objetivd en ambos grupos una mejoria significativa de la
funcién neuroldgica respecto de la situacidon basal, que
tiende a estabilizarse en las siguientes semanas de evolu-
cion. Sin embargo, comparando ambos grupos experimen-
tales, se observd que el grupo de animales que recibié un
trasplante de CM en suero mostraba una mejoria neurolé-
gica discretamente superior a la que se observo en el grupo
de animales que recibieron CM soportadas sobre matriz de
fibrina, sin que esta diferencia llegara a ser estadisticamen-
te significativa (p >0.05) a lo largo del seguimiento post-
trasplante (Figura 3) (Figura 4). Desde el punto de vista
morfoldgico, al término del seguimiento de los animales no
se observaron diferencias macroscopicas o histoldgicas en
los animales correspondientes a ambos grupos experimen-
tales (Figura 5).
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Fig. 3. Evolucién funcional de ambos grupos experimentales, de
acuerdo con el test mNSS. Se observa un claro déficit tras el trau-
matismo y mejoria significativa (p<0,05) tras el trasplante. No se
observo diferencia estadisticamente significativa entre ambos gru-
pos experimentales tras el trasplante intracerebral de CM.
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Fig. 4. Perfil temporal de la recuperacion funcional a través del
test del Rota-rod, de ambos grupos experimentales. Se observa un
claro déficit tras el traumatismo y mejoria significativa (p<0.05)
tras el trasplante. Sin embargo, no se obtuvieron diferencias esta-
disticamente significativas entre ambos grupos (p> 0.05) en nin-
gun punto del estudio tras el trasplante.

I Discusion

Nuestro estudio confirma las observaciones previamente
publicadas acerca de la utilidad de la terapia celular con
CM estromales de médula dsea para disminuir las secuelas
neuroldgicas que se producen en modelos experimentales
de dafo cerebral traumatico [8-12]. Sin embargo, no hemos
podido demostrar que el trasplante de CM sobre una ma-
triz de fibrina aumente los buenos resultados que se obtie-
nen tras la administraciéon de CM suspendidas en suero fi-
siologico. Desde el punto de vista morfoldgico, nuestros
hallazgos tampoco demuestran cambios significativos en el
tejido cerebral cuando se compara el grupo de animales que

9L,

R Ny

Fig. 5. Aspectos macroscopico (A) y microscopico (B) de la zona
de lesiéon traumdtica, similar en ambos grupos experimentales, al
finalizar el estudio.

recibieron CM sin matriz o con matriz de fibrina. En el pre-
sente estudio, y de acuerdo con los objetivos planteados, no
se considerd necesario tratar de identificar la supervivencia
o diferenciacion de las células trasplantadas, puesto que en
estudios previos se ha constatado tanto la supervivencia a
largo plazo de las CM trasplantadas localmente tras una le-
sién cerebral traumdtica, como su capacidad para diferen-
ciarse a elementos neurales y para inducir neurogénesis en-
dogena [8].

Analizando estos hechos, nuestros resultados sugieren la
ineficacia del gel de fibrina, al menos utilizando el prepa-
rado comercial descrito en este estudio, para incrementar
el efecto beneficioso que se obtiene tras la administracion
intracerebral de CM en un modelo experimental de lesion
cerebral traumdtica. Existen estudios que sefialan la utili-
dad del gel de fibrina como matriz bioldgica de soporte
para protocolos de terapia celular dentro del ambito de la
traumatologia y de la cirugia maxilofacial (7) aunque no
se ha verificado, en dichos estudios, la ventaja que real-
mente aporta esta matriz. Nuestro estudio sugiere que en
el SNC, una matriz bioldgica de fibrina no aporta ventajas
significativas en protocolos de terapia celular que utilizan
CM estromales, lo que puede obedecer a que en las condi-
ciones experimentales utilizadas, el gel de fibrina no tiene
las caracteristicas Optimas para permitir mayores indices
de supervivencia y diferenciacion neural respecto del tras-
plante de las CM en ausencia de esta matriz. Consecuente-
mente, se hacen necesarios estudios in vitro con el objetivo
de valorar la supervivencia, proliferacion y diferenciacion
neural de las CM estromales de médula 6sea. La manipu-
lacion de los componentes del gel de fibrina, al objeto de
variar la consistencia de la malla de fibrina, es una de las
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