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Resumen

Objetivo: Analizar la supervivencia y diferenciacion neural de células madre estromales (CME) humanas, so-
portadas en matrices bioldgicas de fibrina y de plasma sanguineo.

Métodos: Se realizaron estudios iz vitro utilizando matrices de fibrina, de plasma pobre en plaquetas (PPP) y
de plasma rico en plaquetas (PRP), como soporte de células estromales humanas obtenidas de médula 6sea.
Resultados: A los siete dias de cultivo, las células estromales humanas mostraron escasa supervivencia sobre
matrices de fibrina, mientras que la supervivencia y capacidad proliferativa fue del 100% sobre matrices de
plasma. En cuanto a la diferenciacion fenotipica hacia células nerviosas, la diferenciacion fue nula sobre ma-
trices de fibrina. Sin embargo, sobre matrices de PPP, el 35,4% de las células expresaron marcadores de dife-
renciacion neuronal y el 20,8% expresaron marcadores de diferenciacion astrocitica. El porcentaje de CME
que expresaron marcadores neuronales y astrociticos se incrementaron (p<0,05), al 41,6% y 26,7% respecti-
vamente, cuando la matriz de soporte es PRP.

Conclusion: El PRP se comporta como una matriz adecuada de soporte bioldgico para células estromales de
médula Gsea, con posible utilidad en estrategias de terapia celular aplicadas al Sistema Nervioso.
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Abstract

Objetive: To analyze survival and neural differentiation of human stromal stem cells supported in biological
matrices of fibrin and blood plasma.

Methods: I vitro studies have been conducted using fibrin, platelet-poor plasma and platelet-rich plasma, as
scaffolds of human stromal stem cells obtained from bone marrow.

Results: at seven days of culture, human stromal cells showed poor survival on fibrin scaffolds, while the sur-
vival is virtually 100% using plasma scaffolds. As for the phenotypic differentiation into neurons or astrocytic
cells, differentiation is absent on fibrin scaffolds. However, on scaffolds of platelet-poor plasma, 35.4% of
cells express markers of neuronal differentiation and 20.8% expressed astrocytic differentiation markers. The
percentage of stromal cells expressing neuronal and astrocytic markers increases, with statistically significant
difference (p <0.05), to 41.6% and 26.7% respectively, when the scaffold is platelet-rich plasma.

Conclusion: The platelet-rich plasma is an excellent biological scaffold for bone marrow stromal cells in cell
therapy strategies on the Nervous System.
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I Introduccion

Uno de los principales problemas en el campo de la tera-
pia celular aplicada a la regeneracion del Sistema Nervioso
radica en lograr la supervivencia y diferenciacion de las cé-
lulas trasplantadas. En el presente estudio se hace un anali-
sis de la utilidad de matrices bioldgicas de fibrina, plasma
pobre en plaquetas (PPP) y plasma rico en plaquetas (PRP),
como soporte de células madre estromales humanas.

Los datos que hemos obtenido en nuestro laboratorio a
lo largo de los ultimos afios muestran que, tras el trasplante
de células madre estromales (CME) en cavidades postrau-
maticas del Sistema Nervioso Central (SNC), ya sean cere-
brales o medulares, una gran cantidad de las células tras-
plantadas mueren por fendmenos de apoptosis, inducidos
por la ausencia de contacto intercelular. En estas condicio-
nes, se hace necesario encontrar matrices de soporte celular
que se adapten a las cavidades postraumaticas y permitan
la supervivencia, migracion y diferenciacion neural, de las
células estromales trasplantadas.

Por otra parte, a la hora de buscar una matriz de soporte
celular, ésta debe ser una matriz homologada para uso cli-
nico, puesto que matrices idoneas para lograr supervivencia
y diferenciacion celular podrian ser incompatibles con su
aplicacion intracerebral o intramedular o, al menos, carecer
de homologacién para su utilizacion en clinica humana.

Entre las matrices tedricamente utiles disponemos del gel
de fibrina comercial (Tissucol-Duo®, Baxter-Immuno) que
se utiliza con mucha frecuencia en cirugia, sobre todo como
sellante bioldgico, y que es una de las matrices de soporte
celular més utilizadas en la terapia celular dentro del cam-
po de la traumatologia y de la cirugia maxilo-facial aunque
su empleo como soporte de CME in vivo no aporta benefi-
cios significativos desde el punto de vista funcional en ani-
males sometidos a terapia celular después para paliar las se-
cuelas de una lesion traumadtica cerebral cronicamente
establecida [1], tal vez porque la malla tisular que produce
no permite la migracion y la adecuada diferenciacion neu-
ral de las células madre mesenquimales.

Por otra parte, estudios previos realizados in vivo sugie-
ren que la suspension de las CME en plasma puede ser util
para los protocolos de terapia celular aplicados a regenera-
cion de la médula espinal [2].

En el presente trabajo nos proponemos estudiar in vitro
la utilidad de matrices derivadas de fibrina y de plasma,
como soporte de CME humanas, y estudiar si las matrices
formadas por PRP ofrecen ventajas respecto del empleo de
las matrices de PPP. En cualquier caso, el objetivo del es-
tudio es encontrar datos que permitan optimizar los pro-
tocolos de terapia celular en lesiones traumaticas del SNC

que actualmente se estin empezando a desarrollar en cli-
nica humana.

I Material y métodos

En el curso de este estudio se valord la proliferacion, su-
pervivencia y diferenciacion neural, in vitro, d¢ CME huma-
nas obtenidas de donantes sanos, tras consentimiento infor-
mado, en el curso de intervenciones traumatoldgicas. Se
utilizaron matrices de soporte celular constituidas por fibri-
na, por PPP (plasma pobre en plaquetas) y por PRP (plasma
rico en plaquetas). Los estudios se hicieron sobre 10 matri-
ces disenadas para cada uno de los grupos experimentales,
ofreciendo los valores medios de cada grupo, para medidas
de comparacion estadistica. Todas las matrices se polimeri-
zaron en placas P35, (aproximadamente 10 explantes por
placa) y se incubaron durante 1 hora, a 37°C, con humedad
relativa del 95% y el 5% de CO.. Las CME se mezclaron
con 500 UI de trombina humana disuelta en cloruro célcico
al 10% antes de la polimerizacién de las matrices, con un
total de 50.000 células por explante. Posteriormente, se
anadieron, a cada placa, 3 ml de medio de cultivo a-
MEM/10%FBS completo. Las observaciones morfologicas
de las células incluidas en las matrices se realizaron con un
microscopio invertido, tras siete dias de cultivo. Al objeto de
inducir la diferenciacién neural de las CME se afiadi6 dia-
riamente al medio de cultivo 100 ng/ml de Factor de Creci-
miento Nervioso (FCN) humano. Se estudiaron 10 matrices,
recogiéndose el valor medio de todas ellas.

Como consecuencia del estudio, se determinaron los por-
centajes de supervivencia, proliferacion, apoptosis y dife-
renciacion neural de las CME en las diferentes matrices di-
sefladas (matrices de fibrina, de PPP y de PRP). Se hicieron
estudios comparativos entre grupos (cultivos de CME en
las diferentes matrices disefiadas) utilizando el programa
estadistico Instat (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA),
considerandose valor de significacion estadistica un valor

de p< 0.05.

Obtencion y preparacion de las CME

Las CME se obtuvieron a partir de hueso trabecular en pa-
cientes adultos sanos (52 a 60 afnos) sometidos a cirugia de
reemplazo total de cadera. El aspirado de médula 6sea se so-
metio a la técnica de Ficoll-Hypaque. Tras separar la capa de
células mononucleares, las CME se resuspendieronn en me-
dio a-MEM/10%FBS. El nimero de células y la viabilidad se
determiné mediante el estudio con azul tripan, y las células
se cultivaron con una densidad de 5.000 células/cm?, en fras-
cos T-75, con a-MEM suplementado con suero fetal bovino
10%, penicilina y sulfato de estreptomicina.
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Se utiliz6 citometria de flujo para determinar marcadores
especificos en las CME cultivadas. Para ello, las células en
suspension se mezclaron con anticuerpos conjugados con
fluorocromos contra CD29, CD31, CD44, CD45, CD105
y CD166 (R&D Systems SL, Inc Minnesota, EEUU). Las
CME utilizadas en nuestro estudio mostraron el siguiente
perfil fenotipico tras los estudios de citometria de flujo:
CD29+, CD44+, CD105+, CD166+, CD34-, CD45-.

Preparacion de las matrices de fibrina

Las matrices de fibrina se basaron en el uso de un prepa-
rado comercial (Tissucol Duo® , Baxter Inmuno) mezclan-
do las soluciones A y B del mismo. La solucion A consiste
en una mezcla de fibrindgeno (100mg/ml), factor XIII (10
Ul), fibronectina (9 mg) y plasminégeno humano (120
mg/ml), disuelta en aprotinina de origen bovino (3000
UIK), albumina humana, glicina, cloruro sédico, citrato s6-
dico, polisorbato 80, creatina y agua. La solucion B conte-
nia trombina humana (500 UI) y cloruro célcico (40 pM) al
10% en cloruro sodico. Ambas soluciones se mezclan en
una proporcion 1:1.

Preparacion de las matrices de PPP

Para la preparacion de las matrices de plasma, se obtuvo
sangre periférica de donantes sanos en tubos con citrato de
sodio al 3,8% (0,5 cc de citrato/4,5cc de sangre total). Las
muestras de sangre con anticoagulante se centrifugaron a
4.100 g, durante 15 minutos, para obtener la fraccion de
plasma sin glébulos rojos, seguida de una segunda centrifu-
gacion a 300 g, durante otros 5 minutos, y de una tercera
centrifugacion a 4.600 g, durante 15 minutos, para precipi-
tar las plaquetas.

Preparacion de las matrices de PRP

Para la preparacion de las matrices de PRP, se obtuvo
sangre periférica de donantes sanos en tubos con citrato de
sodio al 3,8% (0,5 cc de citrato/4,5 cc de sangre total). Las
muestras de sangre con anticoagulante se centrifugaron a
4.100 g, durante 15 minutos, seguida de una segunda cen-
trifugacion a 300 g, durante 5 minutos, para obtener la
fraccion de PRP.

Estudios citologicos

La viabilidad celular se determiné mediante la observa-
ci6n de la morfologia de las células con el microscopio in-
vertido, utilizando una escala basada publicada por Wi-
llert et al [3], considerando los siguientes pardmetros de
valoracion: 0: todas las células estin muertas y aparecen
flotando en el medio de cultivo; 1: solo algunas células es-

tdn vivas, con morfologia redondeada; 2: se observaron
muchas células vivas, pero solo unas pocas muestran ex-
pansiones citoplasmadticas y el resto presentaban una mor-
fologia redondeada; 3: la mayoria de las células estaban vi-
vas y muchas de ellas mostraban una morfologia
fibroblastica; 4: todas las células sobrevivian y todas ellas
mostraban morfologia fibroblastica.

Para intentar determinar el grado de diferenciacion ce-
lular morfoldgica y de acuerdo con sus expansiones cito-
plasmaticas, se utiliz6 la siguiente escala, 0: las células
permanecian indiferenciadas y la mayoria mantenian una
morfologia redondeada; 1: las células permanecen indife-
renciadas y solo unas pocas mostraban una morfologia
fibroblastica; 2: las células permanecian indiferenciadas,
pero la mayoria mostraban morfologia fibroblastica; 3:
unas pocas células mostraron cambios en el tamaifio del
citoplasma y presentaban algunas prolongaciones; 4: la
mayoria de las células mostraron importantes cambios en
su citoplasma y presentaron numerosas expansiones cito-
plasmaticas; 5: todas las células mostraron importantes
cambios en su citoplasma y presentan numerosas expan-
siones.

Estudios de proliferacion y de apoptosis

La capacidad de proliferacion de las CME sobre las dife-
rentes matrices fue medida en funcién de la expresion de
Ki-67 (LabVision Westinghouse, Dr. Fremont, CA, EE.UU.)
y la tasa de muerte celular se valoré mediante la tincion de
TUNEL, al cabo de siete dias en cultivo.

Estudios de diferenciacion neural

Para los estudios de diferenciacion neural, se realizaron
estudios inmunohistoquimicos, tras una semana de cultivo.
Se hicieron estudios para identificacion de nestina (Interna-
tional Inc., Temecula, CA, EE.UU.), beta-III-tubulina (Che-
micon International Inc., Temecula, CA, EE.UU.), para es-
tudiar diferenciacién neuronal, y PGFA (Chemicon
International Inc., Temecula, CA, EE.UU.) para estudiar la
diferenciacion astrocitica de las CME.

Estudios de Microscopia FElectronica

Para microscopia electronica de transmision, las mues-
tras fueron fijadas con glutaraldehido en un tampé6n de
cacodilato sodico (pH 7,35) durante 48-72h a 4°C, con
postfijacion en 1% de tetroxido de osmio a temperatura
ambiente. Las muestras fueron incluidas en araldita y se
utilizé6 un microscopio electrénico Philips EM-200 para
confirmar imdgenes de apoptosis y para diferenciar apop-
tosis de necrosis celular.
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I Resultados

La Tabla T muestra los pocentajes medios, para cada una
de las matrices estudiadas, en lo que respecta a superviven-
cia celular y expresion de nestina, beta-III tubulina, PGFA,
TUNEL y Ki67 por parte de las CME.

En general, las matrices de fibrina mostraron una malla
consistente y bastante manejable, pero las CME no consegui-
an adherirse adecuadamente, y a las pocas horas de su culti-
vo aparecian formando aglomerados de células, con una
morfologia redondeada y solo de forma ocasional se podia
visualizar alguna célula con la tipica morfologia mesenqui-
mal (viabilidad morfoldgica grado 1). En estas matrices no
habia ningtn signo de diferenciacion neural después de siete
dias de tratamiento del cultivo con FCN, presentando las cé-
lulas una morfologia redondeada (grado 0 de diferenciacion).

Los estudios inmunohistoquimicos confirmaron los ha-
llazgos morfoldgicos en cuanto a la ausencia de diferencia-
cion fenotipica neural, ya que en ningiin momento se obser-
varon CME positivas a nestina, beta-IIl-tubulina o PGFA.

Por otra parte, se observo una minima supervivencia ce-
lular (2,1 = 1,4%) segun la tincién con bromuro de etidio.
Las CME mantuvieron en la mayoria de los casos una mor-
fologia esférica, quedando atrapadas entre las redes de fi-
brina. Presentaban una morfologia compatible con apopto-
sis, mostrando un nucleo tipicamente condensado y
picndtico y un citoplasma retraido, siendo posible observar
la formacion de cuerpos apoptoticos.

Los estudios de microscopia electrénica mostraron una
cromatina nuclear condensada en torno a la membrana nu-
clear y un citoplasma retraido donde se observaban peque-
fios organulos y numerosas vesiculas, es decir, caracteristicas
que confirmaban las alteraciones de apoptosis. Al lado de

Tabla 1. Datos comparativos de supervivencia celular,
diferenciacion fenotipica neural (nestina), neuronal (Beta-
MI-tubulina) y astrocitica (PGFA), apoptosis (TUNEL) y
proliferacion (Ki67) de las CME soportadas por matrices
de fibrina (F), plasma pobre en plaquetas (PPP) y plasma
rico en plaquetas (PRP)

Fibrina PPP PRP

X +DE X +DE X +DE
Supervivencia (%) 21«14 99,1+0,8%** 99,5 +(,2%**
Nestina+ (%) 0 4,2+ 2,1%%*% 72 +1,8%%*
Beta III tubulina+ (%) 0 35,4 +4,3* 41,6 = 5,8*
PGFA+ (%) 0 20,8 + 4,3% 26,7 + 6,5%
TUNEL+ (%) 80+7,8 1,2«1,3*** 0,5+0,3***
Ki67+ (%) 0,8+0,2 98,7=+1,1*% 99 = 0,8*

#4% 520,0001; * p<0,05.

estas células se observaron cuerpos apoptéticos, rodeados
de membrana y con cromatina condensada en su interior.

En el caso de las matrices de fibrina, el porcentaje de célu-
las TUNEL-positivas fue siempre mayor que el porcentaje de
células en proliferacion. Como valores medios, tras recoger
datos de la totalidad de matrices de fibrina estudiadas, se re-
cogi6 que el porcentaje de células TUNEL-positivas era del
80 = 7,8% vy el de células Ki67-positivas, del 0,8 = 0,2%.

Las matrices de PPP mostraron suficiente consistencia pa-
ra ser utilizadas como soporte celular. Las CME se adhirie-
ron a la matriz desde el inicio del cultivo, mostrando una ti-
pica morfologia mesenquimal. Mostraban una gran
proliferacion, incrementindose su nimero exponencial-
mente a lo largo de los primeros siete dias de cultivo. En
ningin momento se observaron imagenes celulares compa-
tibles con células en apoptosis. La viabilidad medida me-
diante la tincién con bromuro de etidio mostré una super-
vivencia del 99,1 = 0,8%. En el estudio de microscopia
electronica, las CME mostraban una morfologia redondea-
da, con un ntcleo ovoide, extenso reticulo endopldsmico,
mitocondrias y numerosas vesiculas citoplasmaticas. La
morfologia celular, de acuerdo a la escala modificada de
Willert et al [3] fue de grado 3 los primeros 3 dias del culti-
vo y luego se aprecié un grado 4, manteniéndose asi a lo
largo de los siete dias de estudio.

La capacidad de proliferacion de las CME sobre las matri-
ces de PPP (medida en base a la expresion de Ki67) y la tasa
de muerte celular medida por la expresion de células TUNEL
positivas mostré una proliferacion media del 98,7 = 1,1%.
Paralelamente, el numero de células TUNEL positivas fue
muy pequefo, con un valor medio de 1,2 = 1,3% (Figura 1).

Cuando las células fueron cultivadas en presencia de FCN
sobre matrices de PPP, el porcentaje de diferenciacion neural
fue muy superior al obtenido en el grupo de matrices de fibri-
na. A los siete dias del tratamiento con FCN, las matrices de
PPP mostraron en general un alto porcentaje de células con
signos de diferenciacion neural, con retraccion del citoplasma
y algunas protrusiones citoplasmaticas. Como media, el 70,2
* 3,2% de las células, teniendo en cuenta la totalidad de las
matrices estudiadas, mostraban importantes signos microsco-
picos de diferenciacion (grado 4). Esta diferenciacion morfo-
légica se correlacionaba claramente con una diferenciacion
fenotipica neural, ya que desde el punto de vista inmunohis-
toquimico, los porcentajes medios de células con expresion de
nestina, beta-Ill-tubulina y PGFA, fueron del 4,2 + 2,1%,
35,4 +4,3% y 20,8 = 4,3%, respectivamente.

Las matrices de PRP fueron consistentes, estables y ma-
nejables sin excesiva dificultad. Las CME se adherian ade-
cuadamente a las proteinas de la matriz desde el primer dia
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Fig. 1. Porcentaje de células madre estromales (CME) con signos
morfologicos de supervivencia y con expresion de Ki67 (capaci-
dad proliferativa) en las matrices de fibrina y de plasma pobre en
plaquetas (PPP), a los siete dias de cultivo.

del cultivo, de tal forma que a las pocas horas de su cultivo
se podian localizar células dispersas de una forma homo-
génea entre la malla de proteina y las células, las cuales
presentaban una tipica morfologia mesenquimal, con un
citoplasma expandido y con emisiéon de prolongaciones.
Mostraban igualmente una gran capacidad de prolifera-
cion, incrementandose su nimero exponencialmente a lo
largo de los siete dias del estudio. En ningin momento se
observaron imagenes celulares compatibles con células en
apoptosis. La viabilidad medida mediante la tincién con
bromuro de etidio mostrd una supervivencia del 99,5 =
0,2%. En el estudio de microscopia electronica, las CME
mostraban una morfologia redondeada, con un ntcleo
ovoide, extenso reticulo endopldsmico, mitocondrias y
numerosas vesiculas citoplasmaticas. La morfologia celu-
lar, de acuerdo a la escala modificada de Willert et al [3]
fue de grado 3 los primeros 3 dias del cultivo y luego se

apreci6 un grado 4, manteniéndose esta valoracion al final
de la primera semana de cultivo.

Por otra parte la capacidad de proliferacion de las CME
sobre las matrices de PRP (medida en base a la expresion de
Ki67) y la tasa de muerte celular objetivada por la técnica
de TUNEL mostrd mejores resultados que en el caso de las
matrices de fibrina, ya que este balance estaba mas inclina-
do hacia el lado de la proliferacion, siendo mucho menor el
namero de células TUNEL positivas (Figura 2). Las CME
cultivadas sobre las matrices de PRP presentaban una alta
tasa de proliferacion (Figura 3) con un valor medio de célu-

Fig. 2. Estudios de inmunofluorescencia con técnica de TUNEL pa-
ra ver células madre estromales (CME) en apoptosis. En las matri-
ces de fibrina (A) existen numerosas células en apoptosis (tincion
nuclear en verde). En las matrices de plasma rico en plaquetas
(PRP) no se aprecian células en apoptosis (B). Siete dias de cultivo.

Fig. 3. Células madre estromales (CME) cultivadas sobre una ma-
triz de plasma rico en plaquetas (PRP). Técnica inmunohistoqui-
mica para detectar proliferacion celular (Ki67). Practicamente to-
das las células muestran positividad a Ki67. Siete dias de cultivo.
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las expresando Ki67 del 99 = 0.8%. Paralelamente, el nu-
mero de células TUNEL positivas era muy pequefio y en
ningun caso fue superior al 0.8% (0.5 = 0.3%).

Cuando las células fueron cultivadas en presencia de
FCN sobre matrices de PRP, el porcentaje de diferenciacion
neural fue muy superior al obtenido en el grupo de matrices
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Fig. 4. Porcentajes de células madre estromales (CME) con expresion
de marcadores de diferenciacion neural (nestina), de diferenciacion
neuronal (Beta-III tubulina) y de diferenciacién astrocitica (PGFA) en
las matrices de plasma pobre en plaquetas (PPP) y de plasma rico en
plaquetas (PRP) a los 7 dias de cultivo. La expresion de los marcado-
res es superior en el caso de las matrices de PRP (p<0.05).

Fig. 5. Expresion de Beta-III-tubulina (diferenciacion neuronal) en el
caso de un cultivo de células madre estromales (CME) soportadas en
una matriz de plasma rico en plaquetas (PRP). Siete dias de cultivo.

de fibrina y de PPP (Figura 4). A los siete dias del trata-
miento con FCN, las matrices de PRP mostraron en general
un alto porcentaje de células con signos de diferenciacion
neural, con retraccion del citoplasma y algunas protrusio-
nes citoplasmaticas. Como media, el 78,2% de las células,
teniendo en cuenta la totalidad de las matrices estudiadas,
mostraban importantes signos microscopicos de diferencia-
cion (grado 4). Esta diferenciacion morfoldgica se correla-
cionaba claramente con una diferenciacion fenotipica neu-
ral, ya que desde el punto de vista inmunohistoquimico, los
porcentajes medios de células con expresion de nestina, be-
ta-Ill-tubulina y PGFA, fueron del 7,2 = 1,8%, 41,6 + 5,8%
y 26,7 = 6,5%, respectivamente (Figura 5).

I Discusion

En el momento actual son numerosos los estudios sobre
terapia celular con células madre adultas que se estan desa-
rrollando para el tratamiento de diversas enfermedades en el
campo de la ondontologia, cardiologia, traumatologia o
neurocirugia [4][5]. Pero a pesar de los datos que avalan la
capacidad de las células madre para reparar el tejido dafia-
do, la regeneracion tisular que se consigue estd muy limitada
por la escasa supervivencia de las células trasplantadas. La
mayor parte de las células mueren en los primeros dias tras
el trasplante, debido a las condiciones adversas que se en-
cuentran en el lugar de inyeccion (isquemia, inflamacion).
En estas circunstancias un gran porcentaje de células mue-
ren por anoikis, una forma peculiar de apoptosis desencade-
nada por la pérdida de contacto intercelular, como se ha de-
mostrado después de trasplantes celulares, tanto en lesiones
del Sistema Nervioso [6] como en lesiones cardiacas [7].
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Para paliar este problema se hace necesario llevar a cabo
la administracion de células funcionalmente activas junto
con matrices de soporte, donde las células se puedan adhe-
rir, proliferar y migrar, y donde los estimulos fisicos y qui-
micos procedentes del entorno tisular lleguen sin proble-
mas, ya que también son indispensables para determinar la
conducta de las células [8].

En nuestro presente estudio hemos desarrollado un anli-
sis comparado de matrices de fibrina, PPP y PRP, para valo-
rar su capacidad de soporte de CME humanas y de lograr
supervivencia y diferenciacion de las mismas hacia un feno-
tipo neural, con el objetivo de determinar su utilidad a la
hora de ser aplicadas sobre lesiones del SNC, donde en la
mayor parte de las ocasiones, tras una lesion traumatica se
desencadenan una serie de mecanismos fisiopatoldgicos que
culminan con la aparicién de una cavidad en el seno del te-
jido y donde la supervivencia de las células tras una terapia
celular es muy limitada.

El gel de fibrina constituye una matriz muy utilizada en di-
versos estudios clinicos y experimentales y se forma polime-
rizando fibrinégeno con trombina y calcio, formandose asi
una malla de fibrina que simula los tltimos pasos de la cas-
cada de la coagulacion sanguinea. Inicialmente se preparaba
con plasma de donante, pero debido a la baja concentracion
de fibrindgeno en el plasma, la estabilidad y calidad de la
matriz era muy baja. Actualmente existen preparados comer-
ciales de gel de fibrina (Tissucol-Duo ®) que se utilizan como
matriz de soporte celular en estudios clinicos de terapia celu-
lar, sobre todo en el campo de la traumatologia y de la ciru-
gia maxilo-facial. Estas matrices permiten el crecimiento ce-
lular y ademds permiten la incorporacion de factores de
crecimiento [9-11]. Por otra parte, pueden ser modificadas
en su consistencia, manipulando las concentraciones de fibri-
nogeno, calcio y trombina durante el proceso de polimeriza-
cion. De esta forma, las matrices de fibrina se han utilizado
como soporte de células madre embrionarias, fibroblastos, o
incluso células madre adultas mesenquimales [12][13].

No obstante, en nuestro estudio se ha constatado una
baja supervivencia celular en estas matrices, posiblemente
debido a que el gel de fibrina utilizado es tan denso que las
células se quedan atrapadas entre la red de proteina y aun-
que se adhieren a la matriz, no tienen posibilidad de ex-
pandirse ni de migrar. Es conocido que la conformacion de
la fibrina y las propiedades mecdnicas del gel son depen-
dientes de la concentracion de fibringeno [12] pero estos
datos no excluyen que el resto de los componentes del gel
de fibrina, como puede ser la trombina o el cloruro célcico,
puedan jugar un papel importante en la capacidad de ad-
hesion y proliferacion de las células, de hecho no hay un

consenso claro y existen estudios que aseguran que altas
concentraciones de trombina pueden inhibir la migracion
de las células sobre las matrices de fibrina [12]. Existen es-
tudios in vivo que demuestran como las CME, cuando se
trasplantan junto con un gel de fibrina, no se quedan atra-
padas, sino que pueden migrar y penetrar en los tejidos ad-
yacentes y esto posiblemente es debido a que iz vivo la de-
gradacion de la matriz es mucho mas rapida que in vitro,
lo que favorece la migracion celular y su colonizaciéon de
los tejidos adyacentes [13]. Otros estudios sefialan que la
concentracion de fibrindgeno es un factor mds limitante
que la trombina a la hora de permitir la expansiéon y mi-
gracion de las células [14][15].

En nuestro estudio, las concentraciones de fibrindgeno y
trombina utilizadas para disefiar las matrices de fibrina se
han elegido intentando mantener la proporcion entre el fi-
brinégeno y la trombina existente en los preparados comer-
ciales. Por otra parte, nuestros resultados sugieren que la
concentracion de trombina no es un factor condicionante
de la supervivencia celular, puesto que con la misma con-
centracion de trombina (500 UI) en las matrices de fibrina
encontramos baja supervivencia celular, mientras que en las
matrices de plasma la supervivencia celular es cercana al
100%. Estos datos sugieren que posiblemente sea el fibri-
nogeno el factor que tenga una mayor implicacion en cuan-
to a la permisividad de la supervivencia celular.

El PRP representa una de las matrices autdlogas mas uti-
lizadas en ortopedia y en cirugia oral y maxilo-facial desde
hace tiempo, pero no ha sido nunca utilizado hasta el mo-
mento en terapias regenerativas del SNC. Un coagulo san-
guineo natural contiene un 95% de hematies, un 5% de
plaquetas, menos de un 1% de leucocitos y fibrina.

En numerosas ocasiones se utiliza el PRP con la finalidad
de aportar factores troficos diversos, de origen plaquetario.
Estos factores troficos tienen acciones especificas en los teji-
dos, y ademads interactiian con otros factores troficos, lo-
grando activacion de genes y produccion de determinadas
proteinas [16]. Cuando la fraccion plaquetaria se mezcla
con la trombina en un lapso de unos 20 segundos se forma
un gel enriquecido con fibrina que contiene factores promo-
tores del crecimiento celular derivados de las plaquetas [17],
pero como el contenido de fibrindgeno es menor que el usa-
do en las matrices de fibrina, la solidez de la matriz resultan-
te es considerablemente menor, con unas propiedades fisicas
que permiten la nidacién celular y su multiplicacion.

Es bien conocido que los granulos secretados por las pla-
quetas, los granulos alfa, contienen numerosos factores de
crecimiento, capaces de influir en la regeneracion de diferen-
tes tipos de tejidos cuando son liberados por las plaquetas,
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tras ser éstas activadas por diversos estimulos, como puede
ser la trombina [18][19]. Estos factores son criticos en la re-
gulacion de los procesos de curacion de heridas y juegan un
papel crucial en los procesos de litogénesis, quimiotaxis, di-
ferenciacion y metabolismo [20]. I vivo, la secrecion activa
de estos factores de crecimiento se inicia con el proceso de
coagulacion de la sangre, unos 10 minutos después de la for-
macion del codgulo, mediante la fusion de los granulos alfa
plaquetarios con la membrana plasmatica. Este proceso pue-
de ser activo hasta 7 dias, siendo numerosos los tipos celula-
res que poseen receptores para estos factores plaquetarios
(osteoblastos, fibroblastos, células epidérmicas, células endo-
teliales, etc). Una vez que se produce la unién receptor-factor
de crecimiento, se activan una serie de sefiales internas que
provocan la expresion de una secuencia genética correspon-
diente bien a la proliferacion celular o a otras funciones bio-
l6gicas. Aunque su mecanismo de actuacion no es claro, los
factores troficos liberados por la plaquetas junto con las se-
fiales ambientales hacen que las CME migren, se dividan e
incrementen la sintesis de matriz extracelular [21].

Son muchos los datos que existen acerca de la capacidad
de las matrices bioldgicas de PRP para inducir la diferencia-
cion de las CME hacia hueso o cartilago [22], y como resul-
tado de nuestro presente estudio, hemos podido demostrar
que las CME son capaces de adquirir un fenotipo neuronal,
si a las matrices de PRP se le anaden factores de crecimiento
neuronal, hecho que cobra alta importancia de cara a su uti-
lizacion en terapias del SNC. Nuestros resultados demues-
tran, por tanto, que factores neurotr6ficos como el FCN tie-
nen capacidad de lograr la transdiferenciacion de CME
humanas adultas cuando se incorporan a las matrices de
plasma. El hecho de poder inducir la diferenciacion neural
de las CME humanas in vitro sobre matrices bioldgicas de
plasma, abre tedricamente muchas posibilidades respecto
del tratamiento de lesiones del SNC mediante técnicas de te-
rapia celular y permite plantear la utilidad de dichas matri-
ces para evitar la pérdida celular por apoptosis tras un tras-
plante. Aunque se han descrito procesos de diferenciacion
de células madre sobre matrices de fibrina, no existen datos
acerca de si puede tener lugar procesos de transdiferencia-
ci6n neural de CME cultivadas sobre matrices plasmaticas.

Ademds, nuestros resultados confirman que factores
neurotroficos, tales como el FCN, son capaces de transdi-
ferenciar CME adultas hacia una morfologia neural, y te-
niendo en cuenta que estos factores de crecimiento son li-
berados por células del SNC, es légico admitir su
implicacion en los fendmenos de diferenciacion celular que
tiene lugar in vivo cuando las CME se trasplantan en el ce-
rebro o en la médula espinal.

En cuanto a la eficacia de las diferentes matrices biologi-
cas utilizadas como soporte de CME, nuestros resultados
muestran que la supervivencia de las CME es muy escasa en
las matrices de fibrina, siendo extraordinariamente alta en
las matrices de plasma, tanto si es plasma pobre o rico en
plaquetas. En cuanto a la proliferacion y apoptosis, es ob-
vio que, confirmando los datos de supervivencia, las matri-
ces de plasma son extraordinariamente eficaces en compa-
racién con la escasa proliferacion celular y altisimo indice
de apoptosis que muestran las CME en matrices de fibrina.
Cuando se analizan estas ventajas respecto de que se trate
de matrices de plasma pobre o rico en plaquetas, no hemos
encontrado que la presencia de factores plaquetarios tenga
influencia significativa sobre la supervivencia celular, proli-
feracion o apoptosis. Sin embargo, a la hora de analizar los
fendmenos de diferenciacion celular, nuestros resultados
muestran que las matrices de fibrina no permiten diferen-
ciacion neural de las CME, al contrario de lo que ocurre en
el caso de utilizar matrices plasmaticas. Ademds, es signifi-
cativa la diferencia obtenida entre matrices de plasma po-
bre o rico en plaquetas, en cuanto a la diferenciacion neural
obtenida, siendo estadisticamente significativa la mayor la
diferenciacion fenotipica hacia neuronas y astroglia en pre-
sencia de PRP, en comparacion con lo que ocurre en el caso
de matrices de PPP. |
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