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Resumen

Objetivo: Analizar la influencia del LCR sobre el proceso de diferenciacion neural de BMSC inducida por
agentes quimicos.

Material y métodos: Se hizo un estudio de diferenciacion quimica de BMSC humanas, valorando el porcenta-
je de ellas que expresan marcadores neurales, a diferentes tiempos tras ser expuestas i vitro a factores quimi-
cos de induccion neuronal, y se ha comparado este proceso de transdiferenciacion morfoldgica con el obteni-
do tras repetir el estudio en las mismas condiciones experimentales, pero afiadiendo al medio de cultivo 1 ml
de LCR, con una concentracién de factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) de 1,5 pg/ml.

Resultados: Los factores neurotréficos presentes en LCR, en las condiciones experimentales del presente estu-
dio, no modifican el proceso de diferenciacion neural de BMSC mediado in vitro por agentes quimicos.
Conclusiones: Este hallazgo sugiere que cuando las BMSC son administradas en el espacio subaracnoideo, los
factores neurotréficos del LCR no influyen significativamente en el proceso de su diferenciacion neural.
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Abstract

Objective: To analyze the influence of cerebrospinal fluid (CSF) upon the neural differentiation of bone ma-
rrow stromal cells (BMSCs) induced by chemical agents.

Material and methods: A chemical differentiation study was made of human BMSCs, assessing the percentage
of the latter that express neural markers at different timepoints following in vitro exposure to chemical neural
induction factors. This morphological trans-differentiation process was in turn compared with that obtained
after repeating the study under the same conditions but adding 1 ml of CSF to the culture medium, with a
brain derived neurotrophic factor (BDNF) concentration of 1.5 pg/ml.

Results: Under the experimental conditions of this study, the neurotrophic factors present in CSF did not mo-
dify the neural differentiation process of BMSCs mediated by chemical agents in vitro.

Conclusions: These findings suggest that when BMSCs are administered within the subarachnoid space, the
neurotrophic factors in CSF do not significantly influence the neural differentiation of the cells.

Key words:

Mesenchymal stem cells. Cell trans-differentiation. Stromal cells.

Correspondencia

J. Vaquero

Hospital Puerta de Hierro. Majadahonda, Madrid
jvaqueroc@telefonica.net

212

Trauma Fund MAPFRE (2008) Vol 19 n° 4:212-217



@

FUNDACION
MAPFRE

VOL.19 N°4, OCTUBRE/DICIEMBRE 2008

I Introduccion

En los tltimos afios se han obtenido evidencias a favor de
que las células madre mesenquimales adultas, obtenidas del
estroma de médula 6sea (generalmente conocidas como Bo-
ne marrow stromal cells o BMSC), pueden sufrir un feno-
meno de diferenciacion morfoldgica hacia células con aspec-
to de neuronas o de astrocitos, cuando son cultivadas en
presencia de determinados agentes quimicos [1-3]. Sin em-
bargo, se ha cuestionado si las células asi obtenidas son real-
mente células nerviosas o bien su apariencia es el resultado
de modificaciones del fenotipo celular causadas por los
agentes quimicos empleados [4,5] o incluso el resultado de
un fenémeno de fusion celular [6-9]. En cualquier caso, aun-
que fuéramos capaces de obtener auténticas células nervio-
sas a partir de células del estroma de médula dsea, por me-
dio de sustancias quimicas, el empleo de este método de
diferenciacion celular presenta mdltiples inconvenientes en
la utilizacién clinica para protocolos de terapia celular, tan-
to por la posible toxicidad de las sustancias quimicas exdge-
nas que inducen la diferenciacion, como por la necesidad de
mantener una exposicion continua de las células madre me-
senquimales a dichos agentes, al objeto de mantener estable
el fenotipo neural alcanzado [10].

Mediante el empleo de un co-cultivo de células estroma-
les de médula dsea y de células de Schwann de origen muri-
no se pudo demostrar que es factible lograr una diferencia-
cién neural de las células estromales de la médula dsea, sin
necesidad de utilizar agentes quimicos exdgenos en el me-
dio de cultivo [11].

La utilizacion de co-cultivos separados por membranas
porosas de policarbonato descartd la posibilidad de feno-
menos de fusion celular, como explicacién a la aparente
transdiferenciacion neural de las células estromales, llegan-
dose a la conclusion de que los factores solubles aportados
por las células de Schwann pueden inducir la transforma-
cién de las células estromales en células de aspecto neuro-
nal [12]. Este hecho apoya la posible eficacia de los tras-
plantes de células estromales de médula Gsea para regenerar
estructuras lesionadas del sistema nervioso, sin necesidad
de someterlas a ningin tipo de manipulacién in vitro, ya
que su posible diferenciacion neural puede ser lograda in
vivo y mediada por factores solubles aportados por células
gliales [13-18].

Entre los principales factores responsables de este fend-
meno de diferenciacion celular, cabe senalar que el Factor
de Crecimiento Nervioso y el BDNF son potentes factores
neurotréficos, presentes en los astrocitos del sistema ner-
vioso central responsables de la transformacion de estas cé-
lulas hacia elementos de morfologia neuronal [19].
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Por otra parte, se estdn iniciando en clinica humana di-
versos ensayos clinicos de trasplante de células estromales
de médula Gsea para el tratamiento de la paraplejia trau-
matica y otras enfermedades neuroldgicas, planteindose en
estos ensayos, la conveniencia de utilizar diversos medios
de soporte celular (suero fisioldgico, plasmas autdlogos,
matrices de fibrina, etc) para mejorar la supervivencia y di-
ferenciacion de las células trasplantadas.

La posibilidad de utilizar LCR autdlogo no se ha considera-
do hasta ahora en estos protocolos, a pesar de que el LCR
contiene numerosos factores neurotroficos (factor de creci-
miento nervioso o Nervous Growth Factor (NGF), factor
neurotréfico derivado de cerebro o Brain Derived Nervous
Factor (BDNF) vy el factor neurotréfico derivado de células
liales o Glial Derived Nervous Factor (GDNF)). Por otra par-
te, se esta planteando la administracion intratecal de células
madre adultas para tratar las secuelas del dafio cerebral o me-
dular [13, 15, 20-22] por lo que se hace necesario conocer el
posible efecto beneficioso que pueden ejercer los factores tro-
ficos presentes en el LCR, potenciando los fenomenos de dife-
renciacion neural de las células estromales de la médula dsea.
Como consecuencia de este planteamiento, el presente traba-
jo fue disefiado con el objetivo de conocer si la adicion de
LCR humano al medio de induccién mediante el cual se logra
una transformacion neural de células estromales humanas, es
capaz de aumentar o mantener esta diferenciacion celular.

I Material y métodos

Las células estromales humanas (BMSC) fueron obteni-
das a partir de aspirados de la médula dsea del esternén, en
el curso de intervenciones quirtrgicas que precisaron ester-
notomia, en pacientes que fueron sometidos a cirugia de re-
vascularizaciéon miocardica. Todos firmaron el consenti-
miento informado.

El volumen del aspirado de médula dsea, de unos 5 cc, se
tom6 con una aguja heparinizada (Heparina sddica
1000UI/ml, ROVI) especifica para aspiraciéon de médula
6sea de los laboratorios Wacrees (ref. DBMNI1501). La
muestra de médula 6sea fue diluida en una proporcion 1:1
en solucion de Hank’s o DMEM / 10% FBS y tras pasar va-
rias veces la muestra a través de una aguja de insulina para
eliminar los aglomerados celulares, se utilizo un filtro de ni-
16n de 70 micras para eliminar posibles restos 6seos. La sus-
pension celular obtenida fue sometida a una centrifugacion
en gradiente de densidad (técnica de Ficoll-Hypaque) que
consiste en colocar la muestra de médula dsea diluida con
medio de cultivo en una proporcion 1:1 6 1: 2 sobre una so-
lucién de Ficoll (9 cc de muestra por cada 6cc de linfoprep)
para eliminar las células CD435 y glicoforina A positivas.
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Tras la centrifugacion, a 2500g, durante 30 minutos se
recogi6 el sobrenadante y la interfase, siendo estos resus-
pendidos en medio Hank’s sin calcio y magnesio pero con
antibidtico, o en medio alfa-DMEM/10% FBS con antibié-
tico. Las células fueron nuevamente centrifugadas, a 1500
g, durante 15 minutos y el precipitado resuspendido en 20
cc de medio alfa-MEM con 2mM de L-glutamina, un 20%
de suero fetal bovino (FBS), 100u/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina, 5 p/ml de gentamicina y sin deoxiribonu-
cledtidos ni ribonucleétidos. Finalmente, las células fueron
colocadas en un frasco de cultivo de 175 cm? e incubadas
en una estufa a 37°C, con un 5% de CO:. A las 48 horas de
incubacion, el sobrenadante conteniendo restos celulares y
células no adherentes fueron eliminados, quedandonos so-
lamente con las células adherentes.

Posteriormente, el cultivo se lavé al menos dos veces
con buffer fosfato salino (PBS) a pH7,4, estéril, anadiendo
posteriormente 12 ml de medio alfa-MEM completo con
20% de FBS, que fue reemplazado cada 2-3 dias, durante
14 dias. Cuando las células alcanzaron un desarrollo cer-
cano a la confluencia, fueron levantadas del frasco de cul-
tivo mediante su incubacién con 3 ml de tripsina
0.25%/1mM EDTA, durante 4-5 minutos, a 37°C. Tras es-
te periodo de incubacidn, la tripsina fue inactivada 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 alfa-
MEM/10%FBS mediante centrifugaciéon a 1000 rpm, du-
rante 5 minutos cada lavado. Finalmente, el pellet obteni-
do fue diluido en medio alfa-MEM/20%FBS y sometido a
recuento mediante el test de viabilidad de azul tripan.

Tras el recuento, las BMSC fueron subcultivadas en
placas p35, en un medio alfa-MEM/20%FBS con antibi6-
ticos y glutamina, a una concentraciéon de 2mM. Luego
fueron plaqueadas a una densidad de 2500 células/cm® y
el medio de cultivo (alfa-MEM/20% FBS) sustituido por
un medio de preinduccién consistente en: DMEM con
20% de FBS y 1mM de 2-beta-mercaptoetanol. A las 24
horas, tras eliminar el medio de preinduccion, las células
fueron transferidas 48 horas a un medio DMEM con un
2% de DMSO y 200 um de butylated hydroxyanisole
(BHA).

Para la caracterizacion inmunohistoquimica de BMSC in-
diferenciadas se realizaron estudios de marcaje con CD14
(1:40, NeoMarkers, Co, Fremont CA, EE.UU.); CD31
(1:100, NeoMarkers); CD34 (1:200, Master Diagnostica,
Granada, Espana); CD45 (1:200, NeoMarkers); CD73
(1:100, Santa Cruz Inc., CA, EE.UU.); CD105 (5mg/ml,
NeoMarkers); Vimentina (1:200, Master Diagnostica) y Fi-
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bronectina (1:300, NeoMarkers). Para el estudio de la dife-
renciacion de BMSC hacia un fenotipo neural se hicieron
marcajes de NSE (1:800, NeoMarkers); NF-200 (1:500, Se-
rotec, Kidlington, UK); nestina (1:50, Chemicon Int.
Inc.Temecula CA, EE.UU.); beta-tubulina (2mg/ml, Neo-
Markers); GFAP (2mg/ml, NeoMarkers) y Mab1580
(1:200, Chemicon).

Para cada marcador celular se analizaron 10 campos mi-
croscopicos, a 100 x, en los diferentes momentos de cultivo
(4h, 12h, 24h, 72h y 1 semana) y se cuantific, en cada mo-
mento, el porcentaje de células inmunopositivas con cada
marcador. Como valor final se consider6 el promedio de 10
experimentos repetidos de diferenciacion de las BMSC.

La recogida de datos del estudio inmunohistoquimico fue
hecha por un observador que no conocia el origen de la
muestra. Los porcentajes medios (+ desviacion estdndar) de
las células de cada cultivo, a los diferentes tiempos de evo-
lucién, fueron comparados utilizando el programa estadis-
tico Prisma (GraphPad) y el test de ANOVA, realizindose
el test de Mann-Whitney para comparacion de resultados
entre grupos. Se consideré como significacion estadistica
un valor de p < 0,05.

Tras conocer el patron de diferenciacion neural de las
BMSC por medio de este procedimiento, se repiti6 el estu-
dio, con las mismas caracteristicas técnicas, pero adicio-
nando 1 ml de LCR humano al medio de cultivo, en todos
los pases, a partir del momento en que éstas fueron tratadas
con el medio de preinduccién neural.

El LCR utilizado procedié del espacio subaracnoideo lum-
bar de dos pacientes sanos, con edades de 23 y 45 afios a
los que se les habia colocado un drenaje externo para evi-
tar fistulas de LCR, tras cirugia de hernia discal complica-
da por desgarros durales. La concentracion de BDNF en
las muestras de LCR utilizado fue de 1,5 pg/ml (determi-
naciéon mediante técnica de ELISA).

I Resultados

Las BMSC obtenidas de la médula 6sea humana mostra-
ron, antes de iniciar los experimentos de diferenciacion
neural, una morfologia mesenquimal caracteristica y expre-
saban positividad a los marcadores CD31, CD45, CD73,
CD105, vimentina y fibronectina. En el curso de los proce-
dimientos de diferenciacion neural, se observaron cambios
morfoldgicos progresivos y su transicion progresiva, desde
una morfologia indiferenciada hacia una morfologia neu-
ral, coincidi6 con el aumento de expresion de marcadores
neuronales. Asi, a la hora de la induccién se observaron cé-
lulas nestina positivas (28% = 4%) y a las 4 horas aumen-
taron a un 70% = 6%.
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A las 8 horas, el 15% = 5% de las células mostraron po-
sitividad a nestina y se comenzaron a detectar células NSE
positivas (37% = 6 %).

A las 24 horas el nimero de células NSE ascendi6 a un
65 % =5 %. A las 24 horas se detectaron células positivas
para NF-200 (63% = 4%) y beta-tubulina (45% = 5%). A
las 72 horas practicamente todas las células mostraron
marcadores propios de neuronas maduras NSE (80% =
10%), NF-200 (82% = 8%) y beta-tubulina (80% = 8%).

A la semana del tratamiento, encontramos un 90% =
8% de células NSE positivas, 88% = 5% de células NF-
200 positivas y 90% + 3% de células beta-tubulina positi-
vas. Todos los cultivos fueron negativos para la PGFA
(marcador de diferenciacion astroglial) y para el marcador
de oligodendrocitos MAB1580. Por otra parte, la expre-
sion de marcadores mesenquimales (CD105, CD73, vi-
mentina y fibronectina) dejo de observarse en las BMSC
de forma progresiva tras ser tratadas con los medios de
preinduccién e induccién neural, siendo completamente
negativos estos marcadores a las 48 horas del inicio de los
experimentos.

Tras repetir los cultivos en la segunda fase del estudio,
adicionando LCR al medio (1 ml de LCR a todas las placas
de cultivo), no se apreciaron diferencias significativas en el
porcentaje de células que mostraron marcadores de diferen-
ciacion neural. Asi, a la hora de la induccidn, el nimero de
células nestina positivas fue de 30% = 6% y a las 4 horas
aumentaron a un 72% = 8%.

A las 8 horas, el 15% = 8% de las células mostraron posi-
tividad a nestina y se comenzaron a detectar células NSE
positivas (35% = 6 %).

A las 24 horas el ntimero de células NSE ascendi6 a un 62
% =7 %. A las 24 horas se detectaron células positivas para
NF-200 (66% = 6%) y beta-tubulina (48% = 8%). A las 72
horas practicamente todas las células mostraron marcadores
propios de neuronas maduras, en un porcentaje similar al
observado en los experimentos previos (85% = 10% de po-
sitividad para NSE; 86% = 10% de positividad para NF-
200y 86% = 10% de positividad para beta-tubulina).

A la semana, el porcentaje de células expresando los dife-
rentes marcadores también fue similar al obtenido en la pri-
mera fase del estudio, encontrando un 92 % = 4% de célu-
las que expresaban NSE, un 90% = 6% expresando NF-200
y un 86% = 5% expresando beta-tubulina. La Figura 1
muestra una de las imagenes de diferenciacion neuronal
morfolégica obtenidas en el presente estudio y la Figura 2
muestra la expresion de marcadores de diferenciacién neu-
ral en diferentes fases del estudio y segtin que las BMSC hu-
manas fueran cultivadas o no en presencia de LCR.

Fig. 1. a) Aspecto morfoldgico de las células madre mesenquima-
les humanas, obtenidas del estroma de la médula 6sea (BMCS)
antes de ser sometidas al protocolo de induccién neural. b) Aspec-
to neuronal de las BMSC, a la semana de ser cultivadas en el me-
dio de induccién neuronal. Cultivos sin LCR en el medio. Micros-
copio de contraste de fase.

I Discusion

Nuestros resultados en el presente estudio confirman ob-
servaciones previas acerca de que las células madre adultas
mesenquimales, del estroma de médula 6sea, pueden sufrir
una transformacion morfoldgica progresiva hacia elementos
de aspecto neural, principalmente neuronas, por medio de
factores quimicos especificos [1-3, 11, 23]. Por otra parte, la
observacion previa de que determinados factores solubles
presentes en el sistema nervioso central, tales como como
BDNF y NGE, pueden estar implicados en la diferenciacion
neural de las BMSC [19] nos ha llevado a estudiar el posible
efecto de la adicion de LCR humano a los medios de cultivo
generalmente utilizados para lograr la diferenciacion neural
de BMSC. Los hallazgos que hemos obtenido sugieren que el
LCR, cuando es utilizado en asociacion a los factores quimi-
cos exogenos de induccién neural, no modifica el patrén de
transdiferenciacion de BMSC, al menos en las condiciones
experimentales que hemos establecido en este estudio. Ob-
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dio de cultivo.

servaciones previas sobre BMSC murinas han mostrado que
la adicion de BDNF al medio de cultivo (10ng/ml en un me-
dio de cultivo conteniendo 12ml de alfa-MEM/10%FBS con
antibiéticos y L-glutamina, a concentracion de 2mM) logra
una transdiferenciacion neural de las BMSC [19], lo que su-
giere que los hallazgos negativos que hemos obtenido pue-
den estar en relacion con las bajas concentraciones de BDNF
presentes en el LCR y por tanto utilizadas en nuestro presen-
te disefio experimental, con una posible inactivacion del efec-
to del BDNF del LCR por los factores quimicos exdgenos
empleados en el proceso de la transdiferenciacion quimica de
las BMSC, o bien con un diferente efecto de los factores tro-
ficos presentes en el LCR cuando actian sobre BMSC muri-
nas o BMSC humanas.

En los tltimos afios se se han publicado numerosas ob-
servaciones a favor de la utilidad de la administracion de
BMSC en el espacio subaracnoideo, en los protocolos de
terapia celular aplicados al sistema nervioso [13,15,20-
22] planteandose que el LCR puede ejercer un efecto be-
neficioso sobre el mantenimiento de la viabilidad celular y
sobre la posible diferenciacion de las BMSC administra-
das. Teniendo en cuenta las bajas concentraciones de
BDNF presentes en el LCR es dudoso que la presencia de
este factor neurotréfico pueda ejercer un efecto diferencia-

dor de las BMSC, y es logico admitir que la utilidad de ad-
ministrar BMSC en LCR debe relacionarse con el hecho
de que el LCR sirve de vehiculo para dichas células, las
cuales pueden ejercer su posible efecto beneficioso tras
atravesar el parénquima nervioso y quedar expuestas a los
agentes neurotroficos locales presentes en el interior del
tejido nervioso [24]. 1
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