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Resumen

Objetivo: Estudiar la neurogénesis inducida por una lesién traumdtica cerebral y su modulacion mediante te-
rapia celular.

Material y métodos: Se realiz un modelo de lesion cerebral traumdtica en ratas Wistar adultas causando un
dafo cerebral grave. Transcurridos dos meses de la lesion, se administraron intralesionalmente células madre
estromales (CME) alogénicas obtenidas de médula 6sea, o suero fisiologico. Se estudi6 histoldgicamente la zo-
na subventricular (ZSV) de cada animal al objeto de valorar la neurogénesis enddgena espontanea tras la le-
sion y su posible modificacion por la administracion intracerebral de CME. Igualmente, se valord la modifica-
cién de los déficit funcionales tras el tratamiento.

Resultados: Se detecté un aumento en la neurogénesis enddgena en el grupo tratado con CME respecto del
control. Este hallazgo estuvo asociado a una progresiva mejoria en la respuesta motora y sensorial en el grupo
de animales que recibieron CME comparado con el grupo de animales control.

Conclusiones: La eficacia de la terapia celular para revertir los déficit funcionales secundarios a una lesion
traumdtica cerebral parece correlacionarse con un incremento de la neurogénesis enddgena a nivel de la SVZ.
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Abstract

Objective: To study the neurogenesis induced by traumatic brain injury and its modulation by cell therapy.
Material and methods: We performed a model of traumatic brain injury in adult Wistar rats, causing severe
brain damage. After 2 months of injury, allogeneic bone marrow stromal cells (BMSC) or saline were adminis-
tered intralesionally. We studied histologically the subventricular zone (SVZ) of each animal, in order to assess
endogenous neurogenesis after traumatic brain injury and its possible modulation by intracerebral administra-
tion of BMSC. Furthermore, we studied the modification of neurological deficits after BMSC administration.
Results: We detected a rise in endogenous neurogenesis in the group treated with BMSC with respect to the
control. This finding was associated with a progressive improvement in motor and sensory response in the
group of animals that received BMSC compared with control animals.

Conclusion: The efficacy of cell therapy using BMSC appears to correlate with an increase of endogenous neu-
rogenesis at SVZ level.
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I Introduccion

En los ultimos afios han aumentado exponencialmente
las investigaciones relacionadas con las células madre adul-
tas, entre ellas las células madre estromales (CME), obteni-
das de la médula 6sea, y sobre sus posibles aplicaciones te-
rapéuticas. Aun es necesario aumentar los conocimientos
que nos permitan su aplicacion como una forma de terapia
efectiva para muchas enfermedades que hoy dia se conside-
ran incurables, entre ellas las enfermedades del Sistema
Nervioso Central (SNC).

Se han iniciado diversos ensayos experimentales que tra-
tan de estudiar el efecto terapéutico de las CME en las se-
cuelas del traumatismo craneoencefalico (TCE), con el pro-
posito de encontrar datos que permitan aplicar esta forma
de terapia celular en ensayos clinicos con pacientes. Igual-
mente, se han realizado numerosos estudios para conocer
cudl es el mejor momento y la mejor forma de administrar
las CME tras producirse el trauma cerebral [1-5].

Estudios realizados recientemente demuestran que las
CME, tras ser trasplantadas en el parénquima lesionado, se
diferencian a neuronas, integrandose en el tejido formando
parte de circuitos neuronales y obteniéndose signos de recu-
peracion funcional [6-8]. La hipdtesis que se maneja al res-
pecto sefiala que la recuperacion funcional obtenida tras es-
ta forma de terapia celular puede deberse a una interaccion
entre las células trasplantadas y el tejido cerebral, lo cual se
refleja en una produccion de factores de crecimiento y cito-
quinas cuyo efecto pudiera ser un aumento de la neurogé-
nesis endogena y de la proliferacion celular después del
trasplante celular [9]. Por otro lado, recientes observacio-
nes realizadas en nuestro laboratorio acerca de la plastici-
dad de las CME nos llevan a pensar que, bajo determinados
estimulos, las CME pueden transdiferenciarse a células ner-
viosas, tanto in vitro como in vivo, lo cual les confiere un
caracter pluripotencial [10-12].

En el presente estudio nos hemos planteado verificar si el
patron basal de neurogénesis que tiene lugar tras un trauma
cerebral experimental a nivel de la zona subventricular
(ZSV) del cerebro se modifica por el trasplante intracerebral
de CME alogénicas, y si este efecto se asocia a una mejoria
de los animales, de acuerdo a tests de valoracion funcional.

I Material y métodos

Utilizamos 20 ratas Wistar hembra, de 200-250 g de peso,
que fueron anestesiadas con isoflurano y sometidas poste-
riormente a una craneotomia de 10 mm de didmetro sobre
el hueso parietal derecho del craneo, entre las suturas lamb-
da y bregma. Tras la exposicion de la duramadre, se proce-
di6 a abrir una ventana sobre la misma con objeto de expo-

ner la superficie cerebral. Se produjo una lesion cerebral
traumdtica dejando caer, desde una altura de 15 c¢m, sobre
la superficie del cerebro, una barra de 12 mm de didmetro y
25 g de peso. Esta barra fue guiada en su caida a través de
un cilindro hueco, adaptado al area de la craneotomia, lo
que permite realizar una lesion estandarizada que se define
como el producto del peso de la barra por la altura desde la
cual se deja esta caer. Con este modelo experimental logra-
mos producir una lesion cerebral grave. Tras la cirugia, las
ratas fueron colocadas en una cimara con temperatura y
humedad controladas, realizindose cuidados postoperato-
rios acordes con la situacion clinica de las mismas y procedi-
mientos diarios de vigilancia. En todos los animales se ob-
servaron signos caracteristicos de un dafio cerebral
inmediatamente tras el impacto traumatico y no mostraron
recuperacion funcional espontdnea después de dos meses,
momento en que se llevo a cabo el presente estudio.

Grupos experimentales

Se establecieron dos grupos experimentales (n =10 ani-
males / grupo) a los dos meses de seguimiento tras la lesion
traumdtica. Al grupo control se le administré suero fisiolo-
gico intracerebral en la zona de lesion, y al segundo grupo
se le administré 3x10° CME intracerebralmente, suspendi-
das en suero fisiologico.

Obtencion de CME de la médula 6sea de ratas macho

Para la obtencién de las CME donantes se utilizaron ra-
tas Wistar macho adultas de 200-250 g de peso. La utiliza-
cion de células donantes de macho obedece a la posibilidad
de identificar en el tejido receptor la posible transdiferen-
ciacion neuronal de las CME trasplantadas, por medio del
marcaje de un gen asociado al cromosoma Y, cuando el
trasplante se realiza sobre animales receptores hembra que
han sido sometidas a un TCE.

Tras sacrificar los animales donantes con una mezcla de
70% CO, y 30% O,, se aislaron las tibias y los fémures,
siendo inmediatamente colocados en medio alfa-MEM
(Cambrex)/2,5% suero fetal bovino (FBS, Lonza) suple-
mentado con antibidtico (Lonza). Tras cortar las epifisis de
los huesos en condiciones estériles (bajo campana de flujo
laminar), se extrajo la médula 6sea mediante lavado de las
diafisis con una jeringuilla y una aguja del n°® 26, cargada
con 2 cc de medio alfa-MEM completo, es decir, suplemen-
tado con 2mM de L-glutamina (Lonza), 100u/ml de penici-
lina, 100 pg/ml de estreptomicina y 5 ug/ml de gentamicina
(Lonza), sin deoxiribonucleétidos ni ribonucleétidos y con
20% FBS. Posteriormente, las células de la médula dsea se
disgregaron mediante pipeteado y luego se filtraron a través
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de una malla de nailon de 70pm. La suspension celular re-
sultante se sometié a recuento. Tras el mismo, las células
fueron subcultivadas en frascos de 75 cm? en una concen-
tracion de 160.000 células/cm? en presencia de 12 cc de me-
dio alfa-MEM completo/20%FBS, en una estufa a 37°C
con 5% CO,. A las 72 horas de incubacion, el sobrenadan-
te fue retirado y sustituido por medio nuevo, ya que las cé-
lulas madres mesenquimales son conocidas por su capaci-
dad de crecer adheridas al plastico en contra de otros
muchos tipos celulares. Cuando las células alcanzaron un
desarrollo cercano a la confluencia, fueron levantadas del
frasco y subcultivadas en frascos de 75 cm? en una concen-

tracion de 15.000 células/cm? en presencia de 12 cc de me-
dio alfa-MEM completo/10% FBS.

Preparacion de las CME para los trasplantes

Para obtener el material donante para el trasplante celu-
lar, células correspondientes a un primer pase (P1) fueron
levantadas en condiciones estériles y bajo campana de flujo
laminar. El bot6n celular obtenido se diluy6 en suero fisio-
légico a la cantidad y volumen requerido para el trasplante
(3x10° CME y 30 pul de suero fisiolégico) y cargado en una
jeringuilla Hamilton de 50 pl, en condiciones estériles y ba-
jo campana de flujo laminar.

Trasplante intralesional de CME

Trascurridos dos meses tras el TCE, todos los animales
fueron nuevamente anestesiados como se explica mas arri-
ba. Se procedi6 a abrir una ventana sobre la misma zona
donde dos meses antes se habia realizado la craneotomia
con el fin de exponer la cavidad post-traumaética. Una vez
realizada la abertura del campo quirtirgico, los trasplantes
se desarrollaron con la técnica de nuestro laboratorio, pre-
viamente publicada [13] y segun el grupo experimental co-
rrespondiente. Una vez cerrado el campo quirurgico, las ra-
tas se colocaron en una ciamara con temperatura y
humedad controladas y se realizaron cuidados postoperato-
rios acordes con su situacién clinica, asi como procedimien-
tos diarios de vigilancia.

Estudios de eficacia terapéutica: valoracion funcional

Se realizaron mediante la valoracion de tests funcionales
a los dos meses del trasplante, y por tanto, a los cuatro me-
ses de la lesion traumadtica cerebral, independientemente del
seguimiento de funcion neuroldgica semanal tras la lesion y
a lo largo de todo el periodo de seguimiento evolutivo.

La Escala de valoracion sensitivo-motora utilizada tiene
una puntuaciéon maxima de 19 puntos y es una escala mo-
dificada a partir del test del Neurological Severity Score

(NSS). Cuenta con una serie de valoraciones que abarcan la
funcion motora, la sensorial, el test de equilibrio de la viga
y la medida de ausencia de reflejos.

La coordinacion y el equilibrio fue medida con el Rota-
Rod, que representa un método clasico de medir el grado
de lesion en animales de experimentacion sometidos a TCE.
Consta de un rodillo sobre el que se coloca el animal y que
acelera progresivamente de 4 a 40 cm¥s durante un minu-
to. Los animales con lesiones cerebrales obtienen menos
puntuacion que los animales sanos, y la puntuacion ira au-
mentando segun sea mds leve el grado de lesion.

Técnicas histologicas

A los dos meses de la realizacion de los tratamientos se
sacrificd a los animales y se estudié histologicamente la
ZSV de cada uno de ellos, al objeto de valorar la neurogé-
nesis de dicha region mediante estudios con H.E. e inmu-
nohistoquimicos, estudiando expresion de nestina (marca-
dor de células madre neurales), doblecortina (Dcx,
marcador de neuroblastos migrantes) y Ki-67 (marcador de
proliferacion celular). También se realizo el estudio de mar-
cadores neuronales (MAP-2) y gliales (PGFA) como andlisis
general del tejido.

Una vez obtenidos los cerebros, se fijaron con 4% de pa-
raformaldehido, incubdndose uno o dos dias a temperatura
ambiente. Se realizé un bloque de parafina con cada hemis-
ferio cerebral y se efectuaron cortes transversales de 5 pm
de grosor en la totalidad de la muestra.

Para llevar a cabo los estudios inmunohistoquimicos se
utilizaron cortes de las regiones adyacentes a la zona de le-
sion y de la ZSV. Las muestras se incubaron con buffer ci-
trato (PH=6,0) en microondas durante 10 minutos entre
650-720 w. Después de lavar sucesivas veces los cortes con
PBS, se expusieron en 3% H,0, durante 30 minutos para
bloquear la actividad de la peroxidada endégena. Antes de
la incubacion con el anticuerpo primario, las uniones ines-
pecificas se bloquearon con 3% de suero de cabra o de ca-
ballo. Tras incubar las muestras con los anticuerpos prima-
rios toda la noche a 4°C, se procedi6 a incubar los cortes
con un anticuerpo secundario conjugado con biotina 1:200
(Vector Inc, CA, USA). Posteriormente, los cortes se lava-
ron con PBS y se expusieron a un complejo avidina-biotina
unido a peroxidasa (Vector Inc, CA, USA). El sustrato que
se utilizé como cromdgeno es 3’°,3’-diaminobenzidina
(DAB). Las secciones se estudiaron bajo microscopio 6pti-
co. Para las muestras de fluorescencia, los anticuerpos se-
cundarios utilizados fueron «Anti-mouse IgG» conjugado
con cyanina 1:200 (Jackson InmunoResearch) y «Anti-
Rabbit IgG» conjugado con rodamina 1:200 (Jackson Im-
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nunoResearch) durante una hora de incubacién. Tras lavar
los anticuerpos secundarios con PBS, los cortes se incuba-
ron con DAPI y se montaron en glicerol. Los resultados se
observaron bajo el microscopio de fluorescencia.

Identificacion de las CME trasplantadas

Con el objetivo de localizar las CME inyectadas en el pa-
rénquima cerebral, se utilizaron, como se describi6 ante-
riormente, células procedentes de donantes macho y se tras-
plantaron en ratas receptoras hembra. Posteriormente se
realizé la técnica de la hibridacion in situ del gen SRY del
cromosoma Y, identificando asi las CME trasplantadas.
Con ese objetivo, secciones procedentes del drea de tras-
plante fueron desparafinadas y deshidratadas con xilol y
una serie gradual de alcoholes. A continuacion, las mues-
tras se digirieron con proteinasa K (30 ug /ml) durante 15
minutos a 37°C. La hibridacion se realiz6 incubando la
muestra a 50°C toda la noche con un mix de hibridacion
que contiene los siguientes componentes: 2% DNA de Sal-
mon Test, 10% de dextran sulfato, 10% de 50X solucién
Denhardt’s, 400 ng de sonda biotinilada con una secuencia
especifica contra el gen murino Sry, que se encuentra en una
region que codifica proteinas encargadas de los caracteres
secundarios sexuales masculinos dentro del cromosoma Y.

La sonda biotinilada fue visualizada a través de una in-
munofluorescencia, usando un anticuerpo primario anti-
biotina mouse IgG (1:100, Jackson) y un anticuerpo secun-
dario conjugado con rodamina (TRICT anti-mouse IgG
(1:200, Jackson). Los cortes fueron incubados con 4' 6-dia-
midino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI)(Merck) y monta-
dos con glicerol. Se realizaron controles negativos, sin afia-
dir la sonda al mix de hibridacion, asi como controles
positivos, realizindose la hibridacién sobre cerebros de ra-
tas macho.

Estudios estadisticos

Los datos se analizaron mediante técnicas estadisticas co-
mo el test de Analisis de varianza al objeto de comparar da-
tos de valoracion funcional y hallazgos histologicos. Se
consideraron estadisticamente significativos los datos que
presentaron una p<0.05. El programa de analisis estadisti-
co SPSS fue usado como método de ayuda .

I Resultados

Evolucion de la funcion neuroldgica

Tras la administracion de los tratamientos se observo una
mejora significativa en los animales trasplantados con
CME respecto de los animales controles.
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Fig. 1. Grafica que muestra el perfil temporal de la recuperaciéon
funcional a través de la Escala sensitivo-motora del grupo tratado
(CME) respecto del grupo control (suero).
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Fig. 2. Grafica que muestra el perfil temporal de la recuperacion
funcional a través de las medidas tomadas con el Rotarod del gru-
po tratado (CME) respecto del grupo control (suero).

En la Escala de valoracion sensitivo-motora (Figura 1) se
observd una mejora continua y progresiva de los animales
trasplantados con CME respecto de los controles. Dicha re-
cuperacion comenzo a partir de la semana 6, manteniéndo-
se en la semana 8 tras el trasplante (p <0.05).

El Rotarod mide la coordinacion y el equilibrio de los
animales, los cuales se ven muy disminuidos tras el dafio ce-
rebral. Al realizar el trasplante de CME, se detecté una me-
jora progresiva en la funcién motora respecto del grupo
control, como se muestra en la Figura 2, la cual fue signifi-
cativa en todos los puntos del modelo, comenzando en la
semana 2 tras el tratamiento (p <0.05).
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Hallazgos histologicos

Al finalizar el estudio se realizaron estudios morfoldgi-
cos utilizando los cortes tefiidos con H-E, sin detectarse
cambios evidentes en el volumen de la zona de lesion trau-
matica cuando se comparé el grupo trasplantado con
CME y el grupo de animales que recibieron unicamente
suero fisiologico. Dentro de la ZSV se constaté un aumen-
to en la celularidad en los animales trasplantados con
CME respecto de los controles, observiandose aglomera-
dos celulares en dicha ZSV que parecen formar vias a tra-
vés del parénquima cerebral que invaden la zona de lesion
(Figura 3). Tanto en la ZSV como en el drea de la lesion se

observ6 un numero variable de células positivas a MAP-2
v PGFA.

Neurogénesis y proliferacion

El estudio de la expresion de nestina y Dex mostré que
aquellos animales que recibieron la terapia celular con CME
tenian una mayor expresion a ambos marcadores respecto
de los animales que recibieron el tratamiento control con
suero fisiologico (Figura 4).

En cuanto al recuento de aquellas células que se encuen-
tran en proliferacion (Figura 5), se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos en la ZSV (31,1+6,5 y
22,5+4,6 células totales del grupo CME vy control, respecti-
vamente). En la zona de lesion, el numero de células positi-
vas a Ki-67 fue mayor que en los controles, pero esta dife-
rencia no fue estadisticamente significativa (18,9+5,4

Fig. 3. Cortes histoldgicos de ratas que recibieron CME. A: Pene-
tracion en el parénquima, cerca de la lesion, de células desde la
ZSV (H.E., aumento 200x). B: Aglomerados celulares intraparen-
quimatosos cercanos a la zona de lesion (H.E., aumento de 200x).
C: Puentes tisulares en el borde de la lesion cerebral (H.E, aumen-
to de 200x). D: Zona donde se muestran células positivas a MAP-
2 y células con aspecto de neuroblastos (aumento 400x).

Fig. 4. Estudios inmunohistoquimicos de Nestina (A, C) y Dcx (B,
D), donde se observa una mayor expresion de Nestina y Dcx en
los animales que recibieron CME (A,B) respecto de los que reci-
bieron el tratamiento control con suero (C,D).
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Fig. 5. Grafica de barras y estudios inmunohistoquimicos, donde
se observa la diferencia en el niimero de células positivas a Ki-67
en la ZSV y en la zona de lesion entre ratas del grupo control (sue-
ro) y ratas trasplantadas con CME. El grupo con CME presenta
mas cantidad de células positivas que el grupo control, mostrando
diferencias significativas a nivel de la ZSV (p<0.035), pero no en la
zona de lesion A: Expresion de Ki-67 en la ZSV de ratas del grupo
tratado con CME (aumento 200x). B: Célula aislada presentando
positividad a Ki-67, corte histolégico de una rata del grupo con-
trol (aumento 400x).

células en el grupo trasplantado con CME en comparacion
con 15,3+4,2 del grupo control, p >0.05).

Dentro de la zona de lesion, en los animales del grupo
tratado con CME se localizaron, a través de la microscopia
de fluorescencia, células con un fuerte marcaje a nestina,
siendo algunas de ellas también positivas para Ki-67.
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Deteccion de las CME trasplantadas

Los estudios de hibridacion in situ para la deteccion del
gen Sry de las CME trasplantadas mostraron un niimero va-
riable de dichas células distribuidas por todos los bordes de
la cavidad post-traumdtica, localizindose principalmente en
la zona de la lesion. No se detectaron células positivas al gen
Sry en los animales del grupo control. Los estudios de hibri-
dacién in situ, junto con la expresion de marcadores neuro-
nales y gliales, mostraron la existencia de CMW positivas
para Neu-N o PGFA dentro de la zona de lesion (Figura 6).

I Discusion

Debido a la limitada capacidad de reparacion del SNC
tras sufrir un dafo cerebral traumatico, se han desarrollado
diferentes terapias celulares con el objetivo de aumentar di-
cha capacidad regenerativa. Las CME son relativamente fa-
ciles de aislar y pueden ser expandidas en cultivo para reali-
zar trasplantes aut6logos en pacientes. Dichas células han
sido utilizadas en diferentes trabajos experimentales para
tratar enfermedades y lesiones sobre el SNC [8][14-17] y
son consideradas actualmente como buenos candidatos en
el desarrollo de protocolos de actuacion para tratar las se-
cuelas producidas como consecuencia de un TCE. Se sabe
que la administracion intravenosa e intralesional de CME
tiene efectos beneficiosos sobre la recuperacion funcional
en ratas que previamente habian sufrido un dafio cerebral
traumatico cuando la terapia se realiza durante la primera
semana tras el trauma [2][3][18]. Los resultados obtenidos
en el presente estudio han demostrado que dicha terapia es
igualmente beneficiosa cuando la administracion se realiza
intralesionalmente en ratas con dos meses de evolucion tras

Fig. 6. Estudio de microscopia de fluorescencia en el cerebro de
ratas hembra trasplantadas con CME donantes de ratas macho.
Co-marcaje de los genes Sry (rojo) del cromosoma Y y Neu-N
(verde) indicando que existe transdiferenciacién hacia neuronas
maduras de las CME trasplantadas (aumento 400x).

un TCE. El grupo experimental al que se le administré in-
tralesionalmente suero no presenté mejoras motoras, mien-
tras que los animales a los que se les trasplanté intralesio-
nalmente CME de la médula 6sea mostraron una evidente y
progresiva recuperacion en la funcion neuroldgica, comen-
zando a las pocas semanas después del tratamiento. Estas
observaciones apoyan los resultados descritos previamente
por otros grupos de investigacion, que sefialan que la admi-
nistracion de CME, en fases tempranas tras producirse un
TCE, disminuye los déficit funcionales tras una lesion trau-
matica cerebral [1][2][14][19-21].

El hecho de que se puedan transdiferenciar las CME del
estroma de la médula 6sea hacia un fenotipo neuronal
abre numerosas posibilidades para el tratamiento de en-
fermedades y lesiones del SNC. En los dltimos afos se han
multiplicado los estudios que demuestran cémo este pro-
ceso de transdiferenciacion puede ser obtenido tanto en
cultivo de tejidos como en el seno del tejido nervioso,
cuando las CME adultas se implantan en zonas previa-
mente lesionadas [22][23]. Como consecuencia de ello,
cabe plantearse si a la hora de intentar una terapia celular
para reparar lesiones neuroldgicas no es necesario recurrir
a procedimientos de manipulacion de las CME antes de su
implante en el tejido nervioso, ya que el proceso de trans-
diferenciacion neuronal que estas células experimentan
debe estar relacionado con factores neurotréficos que in-
fluyen sobre su diferenciacion, que estan presentes en el
propio tejido nervioso [10][11].

Los resultados obtenidos en el modelo de trasplante de
CME para tratar las secuelas del TCE cronico desarrollado
en este trabajo muestran que existen diferencias entre los
animales controles y las ratas trasplantadas con CME a ni-
vel de la zona de lesion. En aquellos animales que recibie-
ron CME, la cavidad necrética muestra algunos puentes ti-
sulares en los cuales se localizaron células donantes
positivas al gen Sry, y algunas de ellas coexpresando Neu-N
o PGFA. Esto supone que las células trasplantadas no solo
han sobrevivido dos meses desde su administracion, sino
que se han transdiferenciado después de ser trasplantadas
dentro del cerebro. Se han descrito resultados similares tras
realizarse un trasplante con CME en modelos de paraplejia
experimental [24].

Las terapias con CME pueden tener asociadas numerosas
ventajas, como son la activacion de ciertos mecanismos en
las células endogenas, aumentando su capacidad prolifera-
tiva y disminuyendo el espesor de la cicatriz glial a lo largo
de la zona de lesion [25]. Cuando las CME son administra-
das en estados precoces después de un dano cerebral
[1][2][4]]21], o cuando son administradas localmente en
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modelos de paraplejia cronica [17][24], se comienza a ob-
servar una continua recuperacion funcional desde momen-
tos muy tempranos tras la realizacion de los tratamientos,
algo similar a lo que se ha observado en el presente trabajo.

Posiblemente la migracion de las células hacia la lesion,
su integracion y diferenciacion hacia elementos neurales,
asi como el establecimiento de conexiones funcionales con
las propias células del tejido, no se puede producir dentro
de cortos periodos de tiempo, siendo mds probable que es-
tos efectos tempranos sobre la recuperacion funcional estén
mediados por otros mecanismos diferentes a la interacciéon
de las CME trasplantadas con el cerebro [26]. Parece que
existen diversos mecanismos que actiian sobre la recupera-
cion funcional que se produce al realizar los trasplantes, en-
tre ellos la expresion de factores neurotroficos o la activa-
cién de mecanismos enddgenos capaces de restaurar las
funciones neuroldgicas [27].

Hoy en dia se sabe que la neurogénesis endogena puede
ocurrir a lo largo de toda la vida en el SNC debido a la
existencia de células madre neurales (CMN), fundamental-
mente a nivel de la ZSV [28]. Estd ampliamente aceptado
que las células progenitoras de la ZSV son capaces de res-
ponder a diferentes tipos de estimulos producidos como
consecuencia de un trauma, aumentando su proliferacion y
migrando hacia las zonas danadas [29][30]. Existen estu-
dios que sugieren que la administracion intracerebral de
CME promueve la proliferacion de la células madre neura-
les enddgenas de la ZSV [31]. En el presente trabajo, este
aumento local de la neurogénesis estd asociado con la pre-
sencia de rutas de migracion desde la ZSV hacia la zona de
lesion, donde se localiza la co-expresion de nestina y Ki-67.
Parece que dicho aumento de la neurogénesis endogena tras
el trauma cerebral puede explicar la recuperacion que su-
fren algunos pacientes durante las primera semanas tras ha-
ber sufrido el trauma, lo cual podria potenciarse a través de
las terapias celulares intentando restaurar el dafo cerebral
y ofreciendo una nueva via de investigacion con la que esti-
mular el aumento de la propia neurogénesis del cerebro a
partir de tratamientos con células madre.

Como consecuencia de nuestras presentes observaciones,
parece que cuando las CME se administran intracerebral-
mente dos meses después de una lesion traumdtica cerebral
grave, en un momento en que las secuelas neuroldgicas es-
tan ya cronicamente establecidas, se mejora significativa-
mente el grado de lesion neuroldgica. Este efecto beneficio-
so de las CME puede estar relacionado con la supervivencia
y diferenciacion neural de las células trasplantadas dentro
del tejido cerebral, asi como con un claro incremento de la
neurogénesis endogena, la cual se mantiene en el tiempo. I
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