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I ORIGINAL

Angiogénesis y vasculogénesis inducida por el trasplante intralesional de células madre
mesenquimales adultas en un modelo experimental de dafio medular traumatico
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Resumen

Objetivos: Estudiar si las células madre adultas mesenquimales, del estroma de la médula 6sea (BMSC) contri-
buyen a la angiogénesis y vasculogénesis, tras su trasplante intralesional en la médula espinal traumatizada.
Material y métodos: Se utilizé un modelo de lesion traumatica medular estandarizada, en ratas Wistar y en
cerdos adultos. A los 3 meses del traumatismo medular, en situacion de paraplejia completa, se administraron
intralesionalmente 3 x 10° BMSC marcadas mediante transfeccion génica con el gen LacZ (en la rata) y 30 x
10° BMSC marcadas con BrdU (en el cerdo). A los 3 meses del trasplante se estudio la zona del implante celu-
lar para detectar la presencia de vasos sanguineos formados a expensas de las células trasplantadas.
Resultados: Tanto en la rata Wistar como en el cerdo, se observaron numerosos vasos sanguineos con células
a nivel endotelial y en la pared del vaso que expresaban los marcadores propios de las células trasplantadas.
Conclusiones: Las BMSC se pueden diferenciar in vivo hacia células endoteliales y hacia células musculares li-
sas, tras su trasplante intralesional en la médula espinal traumatizada, formando parte de nuevos vasos san-
guineos y contribuyendo a los fendmenos de angiogénesis y vasculogénesis necesarios para la regeneracion del
tejido nervioso lesionado.
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Abstract

Objectives: To determine whether adult mesenchymal stem cells (bone marrow stromal cells, BMSCs) contri-
bute to angiogenesis and vasculogenesis following their intralesional implantation in the damaged spinal cord.
Material and methods: A standard spinal cord injury model was used in Wistar rats and adult pigs. Three
months after spinal cord injury, under conditions of complete paraplegia, 3 x 106 BMSCs labeled via genic
transfection with the LacZ gene (in rats), and 30 x 106 BMSCs labeled with BrdU (in pigs), were administered
in the spinal lesion zone. Three months after implantation, the cell implant zone was studied to detect the pre-
sence of blood vessels formed at the expense of the transplanted cells.

Results: In both the Wistar rats and pigs, numerous blood vessels were observed, with cells at endothelial level
and in the vessel wall that expressed the markers inherent to the transplanted cells.

Conclusions: BMSCs can differentiate under in vivo conditions towards endothelial cells and towards smooth mus-
cle cells, following their intralesional transplantation in the damaged spinal cord — forming part of new blood ves-
sels and contributing to the angiogenesis and vasculogenesis required for regeneration of the damaged nerve tissue.
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I Introduccion

El empleo de las células madre mesenquimales adultas,
obtenidas del estroma de la médula 6sea (Bone Marrow
Stromal Cell o0 BMSC), se ha configurado como una de las
estrategias mas prometedoras en el campo de la terapia celu-
lar aplicada al sistema nervioso, ya sea para reparar lesiones
traumaticas [1] o para el tratamiendo de enfermedades neu-
rodegenerativas [2]. Aunque la diferenciacion de las BMSC
hacia condrocitos, osteocitos y adipocitos, se ha documenta-
do en numerosos estudios [3], se considera mas discutible su
transformacion hacia células endoteliales y células muscula-
res de la pared vascular, a pesar de las evidencias a favor de
esta posibilidad, sobre todo en protocolos de regeneracion
miocardica [4-7]. Desde un punto de vista tedrico, la trans-
formacion de BMSC en elementos celulares constituyentes
de vasos sanguineos permitiria suponer que estas células,
trasplantadas en los 6rganos lesionados, son capaces de es-
tablecer el lecho vascular necesario para que pueda llevarse
a cabo la regeneracion de los 6rganos donde se aplica la te-
rapia celular. El propésito del presente trabajo es estudiar la
capacidad de las BMSC murinas y porcinas para transfor-
marse i vivo en células endoteliales y en células musculares
de la pared vascular, en el seno del tejido nervioso, tras su
trasplante intralesional en un modelo de lesion traumatica
de la médula espinal.

I Material y métodos

Obtencion y caracterizacion de las células madre
mesenquimales

Para la obtencion de las células madre mesenquimales
murinas se utilizaron ratas Wistar macho, con un peso en-
tre 200 y 250 g. Tras sacrificar los animales donantes con
una mezcla de 70% CO:y 30% O, se aislaron las tibias y
los fémures siendo inmediatamente colocados a 4°C en me-
dio alfa-MEM/10% FBS suplementado con antibiético.
Tras cortar las epifisis de los huesos en condiciones estéri-
les, se extrajo la médula 6sea mediante lavado de los huesos
con una jeringuilla de insulina y aguja del n° 26 cargada
con 2 ml de medio alfa-MEM completo, suplementado con
antibiético, y 10% de suero fetal bovino. Posteriormente
las células de la médula 6sea fueron disgregadas mediante
pipeteado vy filtradas a través de una malla de nilén de 70
micras. La suspension celular obtenida fue sometida a una
centrifugacion en gradientes de densidad (técnica de Ficoll-
Hypaque) y cultivada en frascos de 175 cm? e incubadas en
una estufa a 37°C con un 5% de CO.. A las 48 horas de in-
cubacidn, el sobrenadante conteniendo restos celulares y
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células no adherentes fueron eliminados, recogiendo sola-
mente las células adherentes. El cultivo se lavod con buffer
fosfato salino (PBS), pH 7,4, afiadiendo 12 ml de medio al-
fa-MEM completo con 20% de FBS, que era reemplazado
cada 2-3 dias, durante 14 dias. Cuando las células alcanza-
ron un desarrollo cercano a la confluencia, éstas fueron le-
vantadas del frasco de cultivo mediante su incubacion con
3 ml de tripsina 0.25%/1mM EDTA durante 4-5 minutos a
37° C. Tras este periodo de incubacion, la tripsina fue inac-
tivada con 6 ml de medio alfa-MEM completo. Las células
obtenidas, tras ser centrifugadas a 1200 rpm durante 15
minutos, fueron lavadas, al menos dos veces, con medio al-
fa-MEM/10%FBS mediante centrifugacién a 1000 rpm du-
rante 5 minutos cada lavado. Finalmente el pellet obtenido
fue diluido en medio alfa-MEM/20%FBS y sometido a re-
cuento mediante el test de viabilidad de azul tripan. Tras el
recuento, las células madre fueron subcultivadas en frascos
de 75 cm? en una concentracion de 8x10° células/cm?® en
presencia de 12 ml de medio alfa-MEM/20%FBS con anti-
bidticos y glutamina, a una concentracién de 2mM.

Para caracterizar inmunohistoquimicamente las células
madre obtenidas, fueron puestas en cultivo con medio alfa-
MEM/20%FBS suplementado con antibidticos y glutami-
na, sobre portaobjetos estériles e incubadas a 37°C con un
5% de CO:. Al cabo de 48 horas de cultivo los portaobje-
tos fueron lavados con buffer PBS y fijadas con paraformal-
dehido tamponado al 4%. A continuacion, tras llevar a ca-
bo el desenmascaramiento antigénico de las células con
buffer citrato pH.6 durante 10 minutos en microondas, se
procedid a inhibir la peroxidasa endégena mediante la in-
cubacion de las células con perdxido de hidrégeno al 3%
en metanol durante 30 minutos. Tras lavar las células con
PBS, se procedid al bloqueo de los sitios no especificos me-
diante la incubacion de las células con suero no inmune de
caballo al 8%, durante 30 minutos. Sin lavar las muestras,
se afiadio el anticuerpo primario y se dej6 incubar toda la
noche a 4°C en cdmara himeda. Tras lavar dos veces las cé-
lulas con PBS se afiadi6 el anticuerpo secundario biotinila-
do, durante 30 minutos, al cabo de los cuales las células se
lavaron dos veces con PBS y se incubaron con estreptoavi-
dina-peroxidasa, también 30 minutos, para posteriormente
ser reveladas mediante la adicion de diaminobenzidina
(DAB). Las BMSC obtenidas se caracterizaron inmunohis-
toquimicamente por ser positivas a CD105, CD73 y vime-
nitina, y negativas a CD34, CD45, CD3, CD14, CD19,
CD38 y glicoforina-A.

Las BMSC fueron expandidas en cultivo, hasta alcanzar
suficiente ntimero de células para proceder a su inyeccion
intralesional, siempre con una viabilidad superior al 95%.
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El mismo procedimiento fue utilizado en el caso de las
BMSC porcinas, con la diferencia de que en estos animales
la obtencion de BMSC fue aut6loga, por medio de puncion
de cresta iliaca en cada uno de los animales. Se utilizaron
para el estudio 4 cerdos adultos, tipo «minipig». Se obtu-
vieron aproximadamente entre 20-30 ml de médula dsea de
la cresta iliaca de cada animal, diluyéndose en una propor-
ci6n 1:1 en solucion de Hank (HBSS) con una jeringuilla de
2 ml y una aguja de insulina, se disocié mecanicamente la
médula 6sea hasta obtener una soluciéon homogénea que
fue pasada a través de una malla de nilén de 70-pm nilén, y
sometida a un gradiente de Ficoll. Las muestras se centrifu-
garon a 2250 rpm, durante 20 minutos, a temperatura am-
biente y el pellet obtenido se lavd en HBSS. Las BMSC se
colocaron luego en frascos de cultivo de 175 cm?, con 20
ml de medio alpha-MEM conteniendo 20% de suero fetal
bovino (FBS), 2 mM de L-glutamina, 100 units/ml de peni-
cilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 25 ng/ml de anfoteri-
cina-B. Las células fueron incubadas a 37°, en 5% CO:, du-
rante 3 dias, momento en que se separaron las células no
adherentes, reemplazando el medio de cultivo. Las células
adherentes alcanzaron confluencia de 10 a 15 dias mas tar-
de y se sometieron a tripsina y expandieron en frascos de
cultivo de 175 cm? (5)(103 celulas/cm?). Se realizaron estu-
dios de citometria de flujo con un citémetro Cytomic FC
500-MPL (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU) y se
caracterizaron las BMSC a utilizar como células positivas a
CD10S y negativas a CD31, CD45 y CD133. Las BMSC
fueron marcadas a continuacién con 5’-bromo-2’-deoxiuri-
dina (BrdU), como paso previo a su administracion intrale-
sional en la médula espinal contusionada. Para ello, las
BMSC se cultivaron con 10 uM BrdU (Sigma-Aldrich SA,
Madrid) durante 48 horas. Posteriormente, fueron lavadas
tres veces con alfa-MEM sin suero y el cultivo fue tratado
durante 5 minutos, a 37°, con tripsina (0,25%) y EDTA
1mM. Las BMSC fueron re-suspendidas en plasma autdlogo
y se inyectaron en la zona de lesion, a los 3 meses de evolu-
cién postraumatica.

Modelo de lesion traumatica medular

En el caso de las ratas Wistar (n: 10) todos los animales
fueron anestesiados mediante la administracion intraperito-
neal de una mezcla de diazepan (0.5 mg/100 g de peso cor-
poral) y ketamina (75 mg/kg de peso corporal). Posterior-
mente los animales fueron sometidos a una laminectomia a
nivel T6-T8 para exponer la duramadre. La lesion fue cau-
sada mediante el impacto sobre la zona medular expuesta
de una barra cilindrica de acero con superficie de seccion de
12 mm?. El peso total de la barra era de 25 gy se dejo caer
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verticalmente sobre la superficie de la médula espinal desde
una altura de 10 cm, para lo cual era guiada a través de un
cilindro hueco adaptado al area de la laminectomia previa.
A los 3 meses, en situacion de paraplejia completa, los ani-
males recibieron, en la zona de la lesién traumdtica, una in-
yecciéon de 3 x 10" BMSC (obtenidas de ratas donantes sin-
génicas) en un volumen total de 10 ml de suero fisioldgico y
a un ritmo de administracién de 0.5 pl/min, con ayuda de
un microinyector (mod 310, Stoelting Co, Wood Dale, 1,
USA). Antes de la administracion intralesional, las BMSC
fueron marcadas mediante una transfeccion retroviral, in-
troduciendo en las células el gen LacZ (Genetrix SL, Ma-
drid) que permite su identificacién posterior mediante el
anticuerpo monoclonal anti-B-galactosidasa, que reacciona
especificamente con la B-galactosidasa en las células trans-
fectadas y en celulas y tejidos que expresen el gen LacZ de
escherichia coli. Las BMSC fueron re-suspendidas en suero
fisioldgico y se inyectaron en la zona de lesion, a los 3 me-
ses de evolucion postraumdtica (aproximadamente 3 x 10°
BMSC en cada animal).

En el caso de los cerdos (n: 4), la lesion se hizo por medio
de una compresién medular durante 30 minutos, utilizando
un clip de Heifetz. Tres meses después, en situacion de pa-
raplejia completa, se les administrd intralesionalmente a los
animales, mediante un nuevo abordaje quirtrgico a la zona
de lesiéon traumadtica, un total aproximado de 30 x 10¢
BMSC autélogas, suspendidas en plasma autélogo y mar-
cadas con BrdU.

A lo largo del presente estudio, todos los animales fueron
manejados siguiendo la normativa legal espafiola acerca de
la utilizacién de animales de laboratorio y los principios
para el cuidado y manejo de animales establecidos por la
Sociedad Americana de Investigacion Médica.

Estudios histologicos e inmunohistoquimicos

Tras el sacrificio de los animales, a los 3 meses de la in-
yeccion intralesional de las BMSC, la médula espinal fue
extraida en su totalidad y la zona correspondiente a la le-
sion fue procesada para estudios histoldgicos convenciona-
les y para estudios inmunohistoquimicos. En el caso de las
piezas obtenidas de ratas Wistar se hicieron estudios inmu-
nohistoquimicos para constatar expresion de p-galactosida-
sa, a partir de bloques de tejido incluidos en parafina. En el
caso de las piezas obtenidas de los cerdos, se practicaron es-
tudios histologicos convencionales con hematoxilina-eosi-
na, y estudios inmunohistoquimicos para detectar BrdU,
tanto en cortes de material incluido en parafina como a
partir de cortes de congelacion, utilizando técnicas de in-
munofluorescencia.
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Para detectar B-galactosidasa, en el material procedente
de ratas Wistar, se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-f-
galactosidasa de Sigma (St Louis, MO, EEUU) a una diluc-
cién de 1:1000. Para detectar BrdU en el material proce-
dente de cerdos, se utilizé el anticuerpo monoclonal
anti-BrdU (Chemicon International) (1:100). Los cortes se
incubaron el anticuerpo secundario conjugado con biotina
(1:200; Vector Inc., CA, USA) o conjugado confluoresceina
(FITC) o Texas Red (1:500, Jackson ImmunoResearch Lab.
Inc., West Grove, PA, USA). Los cortes incubados con el
anticuerpo secundario conjugado con biotina se lavaron en
PBS y se incubaron con el complejo ABC (Vector) usdndose
diaminobenzidina (DAB) como cromédgeno. Los cortes in-
cubados con anticuerpo conjugado con FITC o Texas Red
se tiferon con diamidino-fenilindol-diclorhidrato (Merck
KgaA, Darmstadt, Germany).

I Resultados

Los resultados obtenidos permitieron objetivar, en el caso
del material procedente de ratas Wistar, que las zonas de ne-
crosis centromedular traumdtica estaban parcialmente ocu-
padas por tractos de tejido y por células que expresaban f-
galactosidasa. Entre estas células se podian apreciar
estructuras identificables como vasos sanguineos, cuyas pa-
redes también estaban claramente marcadas con f-galacto-
sidasa (Figura 1). Aunque la tincién inmunohistoquimica
permiti6 detectar vasos marcados, la expresion citoplasma-
tica de la B-galactosidasa no permiti6 obtener imagenes con-
cluyentes para poder asegurar si el marcaje correspondia a
células de la pared vascular o a células endoteliales (Figura
2). En el caso del material estudiado correspondiente a los
cerdos con lesion medular y trasplante de BMSC, se repitie-
ron los mismos hallazgos, apreciandose numerosos vasos
sanguineos, con aspecto microscopico de capilares, arterio-
las o venas, en cuyas paredes existian células cuyos nticleos
estaban claramente marcados con BrdU, identificindose
igualmente nucleos marcados en posicion endotelial (Figura
3). El marcaje nuclear de BrdU era también muy evidente en
células de aspecto muscular liso, identificables en la pared
de arteriolas de gran tamafo (Figura 4). Los estudios inmu-
nohistoquimicos realizados mediante inmunofluorescencia
confirmaron los mismos hallazgos, aprecidndose vasos de
gran tamafio que tenian células marcadas con BrdU, tanto
en su pared como en posicion endotelial (Figura 5).

I Discusion

El presente estudio ha permitido demostrar que tras el
trasplante intramedular de células madre mesenquimales
adultas, previamente marcadas para poder ser detectadas

Fig. 1. Médula espinal traumatizada de rata Wistar, tres meses
después del trasplante de BMSC. Estudio inmunohistoquimico
para deteccion de B-galactosidasa. Se observan células marcadas
con aspecto astrocitario, y estructuras vasculares que también
muestran marcaje en su pared (flechas) (x100).

Fig. 2. A,B y C: Estructuras vasculares (flechas) marcadas con f-
galactosidasa, en la médula espinal previamente traumatizada,
tres meses tras la administracion intralesional de BMSC (x200).

Fig. 3. A,B y C: Médula espinal del cerdo adulto, tres meses tras
haber recibido la administracion local de BMSC. Se observan va-
sos sanguineos con células marcadas (marcaje nuclear de BrdU).
Las células marcadas se identifican tanto a nivel endotelial como
en las paredes del vaso.

Trauma Fund MAPFRE (2008) Vol 19 n°® 4:206-211

209



@

FUNDACION
MAPFRE

VOL.19 N°4, OCTUBRE/DICIEMBRE 2008

Fig. 4. Médula espinal del cerdo adulto, tres meses tras haber reci-
bido la administracién local de BMSC. Células marcadas con Br-
dU (marcaje nuclear) formando parte del tejido muscular liso de
una arteriola de gran tamarfio (x400).

Fig. 5. Médula espinal del cerdo adulto, tres meses tras haber reci-
bido la administracién local de BMSC. Células marcadas con Br-
dU, formando parte del endotelio y de la pared vascular de un va-
so sanguineo. Inmunofluorescencia (x 200).

por medio de técnicas inmunohistoquimicas, se pueden
identificar estas células, a los tres meses del trasplante, con
una localizaciéon y aspecto microscopico que sugieren una
diferenciacion a células musculares lisas y a células endote-
liales, formando estructuras vasculares y contribuyendo a
la formacion de un lecho vascular en el tejido huésped, y
por tanto a la angiogénesis y vasculogénesis de la médula
espinal previamente lesionada. Este hallazgo apoya las ob-
servaciones previas a favor de que el trasplante de BMSC
en zonas de lesion traumatica medular es capaz de recons-
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truir anatomicamente la zona lesionada, llegando a formar
un nuevo tejido nervioso, que sirve de soporte para el paso
de axones en regeneracion [8].

En estudios realizados por diversos autores, se ha discuti-
do si las células madre mesenquimales son capaces de trans-
formarse in vivo en células endoteliales, existiendo eviden-
cias a favor de esta posibilidad, en presencia de factores de
angiogénesis, tales como el VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) [9], cuya expresion aumenta en el tejido de
la médula espinal traumatizada de forma inmediata tras la
lesion [10]. Por otra parte, es bien conocido que las células
madre mesenquimales pueden adquirir in vitro caracteristi-
cas de células endoteliales cuando son cultivadas en medios
suplementados con VEGF [11] o en presencia de hipoxia
[12], lo que también ocurre en el seno del tejido nervioso
tras ser sometido a una lesion traumatica.

En cuanto a la diferenciaciéon de las BMSC hacia células
musculares lisas, es un hecho bien caracterizado en estudios
in vitro [9] y diversas observaciones experimentales han de-
mostrado que estas células expresan alfa-actina, lo que su-
giere su posible diferenciacion muscular [13,14]. Este ha-
llazgo apoya nuestras observaciones in vivo que
demuestran una evolucién de las BMSC administradas lo-
calmente hacia células que forman parte de la pared de ar-
teriolas, con morfologia de células musculares lisas.

En cualquier caso, e independientemente de los mecanis-
mos fisiopatoldgicos por los cuales las BMSC pueden con-
tribuir a la formacion de nuevos vasos sanguineos cuando
son administradas en el seno de diferentes drganos y tejidos
[15-25], nuestro estudio confirma que tras la administra-
ci6n intralesional de BMSC en situacion de paraplejia cro-
nica, estas células se diferencian a células endoteliales y a
células musculares de las paredes vasculares, en el curso de
los tres meses siguientes a su implante local, contribuyendo
asi a la constitucion del lecho vascular necesario para lo-
grar una regeneracion medular a largo plazo. I
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