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Resumen

Objetivo: Estudiar el posible efecto terapéutico de la administracion intravenosa de células madre estromales
(CME) obtenidas de médula 6sea para tratar las secuelas neuroldgicas en fase cronica tras una lesion cerebral
traumatica.

Material y método: Se realiz6 un modelo de lesion cerebral traumdtica en ratas Wistar adultas y se estudié el
déficit neuroldgico inducido en el curso de los dos meses siguientes, por medio del test mNSS vy el test Smart.
Tras ese tiempo, en fase de secuelas cronicamente establecidas, se administraron intravenosamente 15 x 10°
CME (n:10) o suero fisioldgico (n:10). En los dos meses siguientes se estudié la posible modificacion de las se-
cuelas neuroldgicas.

Resultados: Cuando se compararon los resultados de la valoracion funcional entre ambos grupos experimen-
tales, no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

Conclusion: Nuestros resultados sugieren que el trasplante de CME por via intravenosa, en una fase de secue-
las cronicamente establecidas tras una lesion traumatica cerebral grave, no tiene efecto terapéutico.
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Abstract

Objective: We studied the possible therapeutic effect of intravenous administration (noninvasive method) of
BMSC:s to treat neurological sequels in a chronic stage after TBI.

Material and method: A model of TBI in adult Wistar rats was performed and we studied the neurological de-
ficit induced in the course of two months, through the mNSS and Smart tests. After this time, with established
sequels, 15 x 10° BMSCs (n = 10) or saline (n = 10) were administered intravenously. Changes in the neurolo-
gical deficits were studied in two months.

Results: Comparison of functional changes between both experimental groups showed no statistically signifi-
cant differences.

Conclusions: Our results suggest that transplantation of BMSCs intravenously, at a stage of established se-
quels after severe TBI, has no therapeutic effect.
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I Introduccion

En la actualidad, el traumatismo craneoencefilico (TCE)
como causa de dafio cerebral es una de las principales cau-
sas de muerte e incapacidad en los paises desarrollados.
Ademds, representa un problema de salud publica ya que
afecta principalmente a la poblacion joven, siendo la princi-
pal causa de muerte en personas menores de 45 afos de
edad [1]. Actualmente no existe ninglin tratamiento efecti-
vo de sus secuelas neuroldgicas, exceptuando los resultados
que pueden obtenerse por medio de la rehabilitacion. Algo
que complica enormemente el tratamiento de este tipo de
lesiones cerebrales traumadticas es que son unicas en cada
paciente y variables segun la localizacion especifica de la le-
sion en el cerebro [2].

En los altimos afios existe un gran interés por el tema de
las llamadas «células madre» y su posible potencial tera-
péutico para paliar determinadas enfermedades en el ser
humano, entre las que se encuentran las lesiones traumati-
cas del Sistema Nervioso Central (SNC). La médula dsea
adulta es una gran fuente de células madre mesenquimales
(CMM) [3]. Entre ellas se ha prestado especial atencion a
las células madre del estroma (CME). Estas células pueden
diferenciarse no solo hacia células de su misma linea germi-
nal, como condreoblastos, osteoblastos o mioblastos [4], si-
no que bajo determinadas condiciones pueden diferenciarse
hacia células de una hoja embrionaria distinta, como célu-
las endoteliales o neuroectodérmicas [5-13]. Las CME son
relativamente faciles de obtener y pueden ser expandidas en
cultivo bajo las condiciones apropiadas para la realizacion
de trasplantes autélogos. Estas caracteristicas aportan a las
CME un gran potencial como agente terapéutico para el
tratamiento de dichas lesiones traumaticas del SNC.

El propdsito del presente trabajo es determinar si la efica-
cia demostrada de la administracion intravenosa de CME
en fase aguda, para revertir los déficit funcionales que apa-
recen tras una lesion cerebral traumadtica, puede ser extra-
polada a lo que ocurre cuando las células se administran en
una fase crénica, de secuelas neuroldgicas ya permanentes.
La posibilidad de que confirmaramos un efecto terapéutico
en estas condiciones experimentales aportaria muchas ven-
tajas a la hora de trasladar estos protocolos de actuacion a
la clinica humana.

I Material y métodos

Utilizamos 20 ratas Wistar hembras, de 200-250 g de pe-
s0, que fueron anestesiadas con isoflurano y sometidas
posteriormente a una craneotomia de 10 mm de didmetro
sobre el hueso parietal derecho del craneo, entre las suturas
lambda y bregma. Tras la exposicion de la duramadre, se

procedi a abrir una ventana sobre la misma, con el fin de
exponer la superficie cerebral. Se produjo una lesion cere-
bral traumatica dejando caer, desde una altura de 15 c¢m,
sobre la superficie del cerebro, una barra de 12 mm de dia-
metro y 25 g de peso. Esta barra fue guiada en su caida a
través de un cilindro hueco, adaptado al drea de la craneo-
tomia, lo que permite realizar una lesion estandarizada que
se define como el producto del peso de la barra por la altu-
ra desde la cual se deja esta caer. Con este modelo experi-
mental, logramos producir una lesion cerebral grave. Tras
la cirugia, las ratas fueron colocadas en una camara con
temperatura y humedad controladas, realizindose cuida-
dos postoperatorios acordes con la situacion clinica de las
mismas y procedimientos diarios de vigilancia. En todos
los animales se observaron signos caracteristicos de un da-
fio cerebral inmediatamente tras el impacto traumdtico y
no mostraron recuperacion funcional espontdnea después
de dos meses, momento en que se llevo a cabo el presente
estudio.

Grupos experimentales

Para poder comprobar la posible utilidad del trasplante
intravenoso de CME en el tratamiento del dafio cerebral
crénico se hicieron los siguientes grupos experimentales:
Grupo A (n: 10), trasplante intravenoso de las CM resus-
pendidas en suero fisiologico (TCE+CM). Grupo B (n: 10),
trasplante intravenoso simplemente de suero fisioldgico
(TCE+Suero). Transcurridos dos meses tras el TCE, todas
las ratas fueron anestesiadas con isofluorane al 4% en
N,0:0, (70:30). La anestesia se mantuvo mediante isofluo-
rane al 1-2% en N,0:0, (70:30) y durante el procedimien-
to las ratas respiraban espontidneamente. Se procedié a co-
ger una via periférica en la vena del rabo mediante un
catéter de 24G. Una vez cateterizada la via, los trasplantes
se realizaron segun el grupo experimental correspondiente.
A diez ratas Wistar hembra adultas se les trasplantaron in-
travenosamente 15 x10° CME resuspendidas en 1 mL de
suero fisioldgico, y otras diez ratas recibieron unicamente
la administracion intravenosa de 1 mL de suero fisiologico
(controles).

Para llevar a cabo el seguimiento de la funciéon motora y
sensorial se realizaron dos pruebas diferentes, con el fin de
detectar los posibles cambios en la funcién neuroldgica:
mNSS, Escala de valoracién sensitivo-motora, y Smart,
Tiempo de permanencia de los animales dentro de un area
concreta (una vez al dia, tres dias antes del TCE), con el fin
de establecer los valores basales de los animales. Posterior-
mente se realizo un seguimiento semanal durante los dos
meses que siguieron al desarrollo de la lesion cerebral. El
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trasplante se realizo transcurridos esos dos primeros meses,
y a partir de ese momento se volvié a realizar un seguimien-
to semanal, hasta cuatro meses tras el TCE (dos meses tras
el trasplante o el tratamiento control). Se tomaron semanal-
mente los datos de la evolucion de los animales tratados con
CME (n: 10) y de los animales controles (n: 10), y se analiz6
la capacidad de detectar los cambios entre los dos grupos.

Obtencion de CME de la médula 6sea

Para la obtencién de las CME se utilizaron ratas Wistar
macho adultas entre 200 y 250 g de peso. Tras sacrificar los
animales con una mezcla de 70% CO, y 30% O,, se aisla-
ron las tibias y los fémures, siendo inmediatamente coloca-
dos en medio alfa-MEM (Cambrex) / 2,5% suero fetal bo-
vino (FBS, Lonza) suplementado con antibidtico (Lonza).
Tras cortar las epifisis de los huesos en condiciones estériles
(bajo campana de flujo laminar), se extrajo la médula dsea
mediante lavado de los huesos con una jeringuilla y una
aguja n° 26, cargada con 2 cc de medio alfa-MEM comple-
to, es decir, suplementado con 2mM de L-glutamina (Lon-
za), 100u/ml penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, §
ug/ml de gentamicina (Lonza), sin deoxi-ribonucleétidos ni
ribonucleétidos y con 20% FBS. Posteriormente, las células
de la médula dsea fueron disgregadas mediante pipeteado y
luego filtradas a través de una malla de nailon de 70 mi-
cras. La suspension celular resultante fue sometida a re-
cuento en camara de Neubauer mediante el test de viabili-
dad del azul tripan. Tras el recuento, las células fueron
subcultivadas en frascos de 75 ¢cm? en una concentracion
160.000 células/cm? en presencia de 12 cc de medio alfa-
MEM completo/20%FBS, en una estufa a 37°C con 5%
CO,. A las 72 horas de incubacidn, el sobrenadante fue re-
tirado y sustituido por medio nuevo. Cuando las células al-
canzaron un desarrollo cercano a la confluencia, fueron le-
vantadas del frasco de cultivo mediante su incubacion con
3 ml de tripsina 0,25%/1mM EDTA (Lonza), durante 4-5
minutos, a 37° C. Tras este periodo de incubacion, la tripsi-
na fue inactivada con 6 mL de medio alfa-MEM comple-
to/2,5% FBS. Las células obtenidas, tras ser centrifugadas
a 1.200 rpm durante 15 minutos, fueron lavadas al menos
dos veces con medio alfa-MEM completo / 2,5% FBS me-
diante centrifugacion, a 1.000 rpm, durante cinco minutos
cada lavado. Finalmente, el botén celular obtenido fue di-
luido en medio alfa-MEM completo/10%FBS y sometido a
recuento nuevamente mediante el test de viabilidad de azul
tripan. Tras el recuento, las células madre fueron subculti-
vadas en frascos de 75 cm?, en una concentraciéon 15.000
células/cm? en presencia de 12 mL de medio alfa-MEM
completo / 10% FBS.

Preparacion de los trasplantes celulares

Para obtener el material donante para el trasplante celular,
células correspondientes a un primer pase (P1) se levantaron
en condiciones estériles, bajo campana de flujo laminar por
digestion enzimdtica con tripsina 0.25%/1 mM EDTA du-
rante 4-5 minutos a 37° C. Tras este periodo de incubacion,
la tripsina fue inactivada con 6 ml de medio alfa-MEM com-
pleto/2,5% FBS. Las células obtenidas tras ser centrifugadas
a 1.200 rpm durante 15 minutos, fueron lavadas con suero
fisiologico y sometidas a recuento celular mediante el test de
viabilidad del azul tripan. Una vez realizado el recuento,
15x10° CME fueron nuevamente centrifugadas a 1.000 rpm
durante 5 minutos. Finalmente, el boton celular obtenido fue
diluido en suero fisiol6gico al volumen requerido para el
trasplante, aproximadamente 1 mL, y las células fueron car-
gadas en una jeringuilla para su posterior administracion, en
condiciones estériles y bajo campana de flujo laminar.

Valoracion neurologica

La evaluacion neuroldgica se realizé a través de los tests
de mNSS y Smart. El test mNSS [14-16] cuenta con una se-
rie de valoraciones que abarcan la funcién motora, la sen-
sorial, el test de equilibrio de la viga (Tabla 1) y la medida
de ausencia de reflejos. Consta de una puntuacién maxima
de 19 puntos, con las diferentes categorias segun la puntua-
ci6n obtenida: 1 a 4 puntos, lesion leve; 5 a 10 puntos, le-
sion moderada, y 11 a 19 puntos, lesion severa.

El Smart es un programa informdtico que nos ofrece la
posibilidad de estudiar de una forma mds objetiva las posi-
bles mejoras en la funcion neuroldgica de los animales. Di-
cho programa analiza las imagenes que se recogen a través
de una cdmara que graba el interior de un cubil de 35 x 45
cm cerrado, donde se introdujeron a los animales de experi-
mentacion (Figura 1). Se determinaron una serie de para-

Plataforma
transparente

Camara

—: de video

Fig. 1. Partes de la caja del Smart, un cubiculo cerrado donde se
graba el movimiento de los animales.
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Tabla 1. Escala de valoracidon sensitivo-motora.

Test

Test motor

Prueba

Levantando la rata por el rabo
Flexién de los miembros traseros

Flexién de los miembros delanteros

El animal esta rotado

Situando la rata en el suelo
Camina normal

Incapacidad para caminar recto

Circular hacia el lado parético (derecho)

Puntos

_ =

Test sensorial

Test de orientacion (visual y tactil )
Test propioceptivo (sensibilidad profunda)

Test equilibrio en viga
Agarrarse al costado de la viga

Abrazado a la viga y 1 de los miembros cae de la viga

Abrazado a la viga y 2 de los miembros caen de la viga, o gira en la viga (>60 segundos)
Conseguir el equilibrio en la viga pero cae fuera (>40 segundos)

Conseguir el equilibrio en la viga pero cae fuera (>20 segundos)

Caer fuera; no consigue el equilibrio o queda colgado de la viga (<20 segundos)

Mantener el equilibrio con postura firme

Ausencia de reflejos

Reflejo susto (Respuesta motora cuando hacemos ruido con las palmas de las manos)

Inmovilidad y mirada fija

Temblor (Sacudida de perro mojado)
Irritabilidad, crisis epilépticas, clonus y miodistonia (espasticidad)

Reflejo pinna (Sacudida de cabeza cuando tocamos o estimulamos el pabellén auditivo)
Reflejo corneal (Parpadeo del ojo cuando lo rozamos con un algodén)

— m, R, R, R, R, 0NN WP, O R R, N~ O

Puntuacion maxima

—_
Ne

metros para estandarizar las medidas. Se tomaron los valo-
res durante 1,5 minutos y la velocidad mdxima se fij6 a los
10 cm/s. Se definieron una serie de dreas con el fin de esta-
blecer las diferencias en el movimiento y la orientacion, las
cuales se agruparon en dos zonas, zona interior y zona exte-
rior del campo donde se encontraban. Los animales sanos se
mueven preferentemente por la zona exterior, mientras que
los animales lesionados lo hacen indistintamente por ambas
zonas. Se analiza el tiempo que los animales permanecen en
la zona interior (Tiempo de permanencia en zona interior).

Estudios histologicos

Transcurridos los cuatro meses tras la lesion cerebral y
tras sacrificar los animales, se estudiaron, en tres de cada
grupo, los aspectos macroscopicos e histologicos de la zona
cerebral donde se habia hecho la lesion y la administracion
de CME o suero fisioldgico. La técnica histologica utilizada
fue la de hematoxilina-eosina. A los dos meses de recibir el
tratamiento correspondiente a cada grupo (cuatro meses

después del TCE), las ratas fueron anestesiadas con sevo-
fluorane al 4% en un flujo de oxigeno de 3 L/min y eutana-
siadas intracardialmente con 1 mL de cloruro potasico. Se
procedid a la obtencion de diferentes muestras de tejido pa-
ra la realizacion de posibles estudios posteriores histologicos
y macroscOpicos. Se extrajeron los cerebros de todos los ani-
males de experimentacion (correspondientes a los dos gru-
pos de estudio). Una vez extraidos los cerebros, fueron fija-
dos en paraformaldehido 4% en una solucion de buffer
fosfato (PBS 1X, pH 7,4), durante 12 horas a 4° C. Una vez
transcurrido el tiempo, se analizaron macroscopicamente
todos los cerebros para determinar posibles cambios asocia-
dos a los tratamientos, como disminucion del tamafio de le-
sion. Posteriormente, los cerebros fueron procesados si-
guiendo las técnicas convencionales histoldgicas de
inclusion en parafina. Para ello se dividieron sagitalmente
por la mitad, de modo que el hemisferio lesionado y el con-
tralateral quedaron separados. Tras ser lavados y deshidra-
tados por una serie creciente de alcoholes, se sumergieron en
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parafina a 55° C, 24 horas. Pasado el tiempo se formaron
dos bloques de tejido por cerebro (uno por hemisferio), los
cuales fueron procesados a través de un microtomo conven-
cional de forma seriada en cortes de 5 um. Cada 10 cortes
histolégicos se realizé una hematoxilina-eosina, como tin-
cion control del tejido para determinar posibles diferencias
histologicas dependiendo del tratamiento administrado.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos con las diferentes escalas de valora-
cion se analizaron estadisticamente a través del soporte in-
formatico SPSS (version 15.0), donde se realizé una valora-
cion de t de Student para la comparacion de medias de
muestras relacionadas (n: 20). Se analizaron los grupos de
datos correspondientes a los dos tratamientos: por un lado,
el grupo tratado con suero (n: 10) y, por otro, el grupo tra-
tado con CME (n: 10), en las semanas 2, 4, 6 y 8 post-tras-
plante, con el fin de poder detectar los efectos que se pro-
ducen como consecuencia del mismo.

I Resultados

Valoracién neuroldgica

Tras el TCE se detecta un déficit evidente en todos los
animales. Se obtuvieron resultados de los dos métodos de
valoracion que se realizaron durante el transcurso de me-
tros meses desde la lesion cerebral.

Al representar los valores obtenidos con la Escala de va-
loracién sensitivo-motora (Figura 2), se puede observar que
la evolucion de los animales tratados con CME intraveno-
samente y los controles es similar, no percibiéndose diferen-
cias entre ambos grupos. Cuando se analiza la evolucion, se
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Fig. 2. Evolucién funcional a través de la escala sensitivo-motora
del grupo tratado (CME) respecto del grupo control (Suero).
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Fig. 3. Tiempo en el que los animales permanecen en la zona inte-
rior del cubiculo del grupo tratado (CME) respecto del grupo con-
trol (Suero).

observa que la recuperacion no fue estadisticamente signifi-
cativa al comparar ambos grupos en ninguno de los puntos
del estudio (p>0.05).

Smart

Se analizaron las imdgenes captadas a través del Smart
(Figura 1) y, en concreto, se estudid el «tiempo de permane-
cia» de los animales en la zona interior del cubiculo. Se ob-
servo que la evolucion de los animales tratados con células
fue muy similar a la evolucion de los animales controles. Al
comparar estadisticamente el tiempo que los animales per-
manecen en el interior del cubiculo durante todos los pun-
tos del estudio (Figura 2), no se detectaron diferencias sig-
nificativas entre los animals tratados con CME vy los
animales tratados con suero (p>0.05).

Estudio macroscopico

Se analizaron todos los cerebros macroscopicamente con
el fin de detectar posibles diferencias en el tamafio de la le-
sién. No se advirtieron diferencias en los tamafios de lesion
entre los dos grupos experimentales (animales tratados con
CME y animales tratados con suero) (Figura 3).

Descripcion histologica

Al finalizar el modelo se realizaron estudios histologicos
utilizando las preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosi-
na de la zona de lesion. No se detectaron cambios en el vo-
lumen de la misma al comparar el grupo trasplantado in-
travenosamente con CME con el grupo tratado con suero
fisioldgico.

Todos los animales mostraron en la zona de la lesion las
tipicas alteraciones asociadas a un dafo cerebral traumati-
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co grave, con la presencia de una gran cavidad necrética,
parcialmente invadida por macréfagos, células inflamato-
rias y algunos astrocitos reactivos. Las ratas pertenecientes
al grupo tratado intravenosamente con CME no mostraron
diferencias histologicas, dentro de la zona de lesion, respec-
to de los animales controles (Figura 4).

I Discusion

El trasplante de CME de la medula 6sea puede recuperar
los déficit funcionales que tienen lugar tras una lesion trau-
matica de la médula espinal [17-19] o un dafio cerebral en
roedores [20]. También parece que las CME migran por el
cerebro y se diferencian en neuronas y células gliales [19-
22]. Varios factores, como la trandiferenciacion, la induc-
cion de la neurogénesis y la angiogénesis, la neuroprotec-
cion y la activacion de los procesos neurorestaurativos
enddgenos, pueden formar parte de los beneficios que se re-
lacionan con la administracion de CME.

Se han realizado multitud de estudios tratando de discri-
minar cudl es el mejor momento y forma de administrar las
células dentro de la primera semana, es decir, durante la fa-
se aguda, tras producirse el trauma cerebral, para asi opti-
mizar al maximo el potencial terapéutico de las células tras-
plantadas. La mayoria de los estudios experimentales de
terapia celular en TBI se han realizado utilizando inyeccio-
nes intravenosas de CME en fases agudas tras la lesion
traumdtica (CME murinas y humanas), generalmente en un
periodo de tiempo entre las 24 horas y 7 dias que siguen al
traumatismo, aparentemente con buenos resultados

[14][22-26].

Fig. 4. Estudio macroscroscopico e histologico de las muestras de
cerebro de los animales tratados intravenosamente con CME (A y
B) y de los controles (C y D).

Con la administracion intravenosa se ha observado recu-
peracion funcional al menos hasta tres meses después de
realizar los tratamientos. Las células se distribuyen por to-
do el cuerpo, localizindose algunas en la zona de lesion, y
de ellas un porcentaje pequeiio muestra fenotipos de células
neurales o gliales [24][27]. Sin embargo, todavia quedan
muchas variables que determinar para establecer todo el
potencial que nos ofrecen estas células, como la dosis celu-
lar 6ptima, el momento de realizacion del tratamiento o la
mejor via de administracion.

Pese a que los primeros ensayos con trasplantes aut6logos
de estas células en pacientes parecen ofrecer resultados pro-
metedores [28], no cabe duda de que atin queda mucho pa-
ra llegar a establecer los parametros ptimos de admintra-
cién y para sacar el mayor partido a las terapias celulares
con CME.

Aunque la aplicacion de técnicas de terapia celular con cé-
lulas madre adultas para tratar lesiones del Sistema Nervio-
O estd aun en sus comienzos, existen indicios que sugieren
su eficacia en el tratamiento del dafio cerebral adquirido y
en la literatura existen ya numerosas evidencias experimen-
tales acerca de la utilidad del trasplante intravenoso de
CME de la medula 6sea dentro de los primeros dias tras una
lesion cerebral traumatica [23-27][29][30], sefialandose en-
tre las ventajas de esta forma de tratamiento que es un mé-
todo poco invasivo y facilmente reproducible. Estas expe-
riencias, sin embargo, no han sido confirmadas por otros
grupos [31].

En nuestro laboratorio hemos demostrado recientemente
la utilidad del trasplante intralesional de CME, en una fase
tardia tras el TCE, para mejorar las secuelas neuroldgicas
establecidas [21]. Esta técnica requiere una cirugia invasi-
va, y por esta razon, nuestro presente estudio fue realizado
para comprobar si también existe eficacia terapéutica del
trasplante de CME, cuando se utiliza la via intravenosa en
lugar de la administracion local intracerebral.

El modelo de TCE desarrollado en el presente trabajo
causa pérdida de tejido cerebral y deficiencias motoras gra-
ves, que son evidentes en todos los animales inmediatamen-
te después de sufrir el trauma. Nos planteamos medir los
posibles cambios neurolégicos asociados a la administra-
ci6n intravenosa de CME por medio de dos pruebas de va-
loracion de la funcién neuroldgica. Con dichas pruebas po-
demos ver que la terapia intravenosa con CME, dos meses
después de la lesion cerebral grave, no tiene ningin tipo de
efecto sobre la respuesta motora y sensorial de los animales
tratados, y que ademas esta se corresponde con la respuesta
de un animal al que solo se le ha administrado suero fisio-
légico y que se deja evolucionar el mismo periodo de tiem-
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po. En el presente estudio, y de acuerdo con los objetivos
planteados, no se considerd necesario tratar de identificar
la supervivencia o diferenciacion de las células trasplanta-
das, puesto que no se obtuvo ningtn tipo de evidencia a fa-
vor de la eficacia de la administracion intravenosa de CME
para tratar las secuelas establecidas de un dafo cerebral, ni
tampoco ninguna diferencia macroscopica o microscopica
de los cerebros analizados.

Practicamente no hay evidencias de la capacidad benefi-
ciosa de las células madre en fases mds avanzadas de la le-
sion cerebral. En un estudio [32] se trasplantaron CME de
la médula dsea intravenosamente en animales a los que un
mes antes se les habia producido una isquemia cerebral
por oclusion de la arteria cerebral media. Se sigui6 la evo-
luciéon de los animales durante 12 semanas, y se aprecia-
ron mejorias sensoriales y motoras estadisticamente signi-
ficativas en el test mNSS. Dichas observaciones apoyan
los resultados previamente descritos por algunos autores
en los que la administracion intravenosa de CME, en fases
precoces tras un TCE, disminuye los déficit funcionales
respecto de animales control [17][24][27][33]. Quienes
defienden esta estrategia terapéutica sefialan que la admi-
nistracion intravenosa abarca un drea mayor [24][25], lo
que ayudaria a potenciar el efecto beneficioso de las célu-
las trasplantadas y su colonizacion intracerebral. En estos
estudios se ha comprobado que la administracion intrave-
nosa de CME en una fase aguda tras el TCE promueve su
integracion en el cerebro de la rata, las células sobreviven
y migran al drea de lesion, aunque muy pocas de ellas lle-
gan a adquirir fenotipos neurales, posiblemente porque la
mayoria quedan retenidas en 6rganos de alta perfusion.
Por otro lado, se ha visto que CME trasplantadas directa-
mente en el parénquima del cerebro de ratas con TCE mi-
gran y expresan marcadores neuronales y gliales e inducen
mejoras funcionales y neuroldgicas [34], aunque el nime-
ro de células que sobreviven es muy bajo.

En estudios previos realizados por nuestro grupo, hemos
comprobado que las CME administradas intracerebralmen-
te, dos meses después del TCE, mejoran la funcién motora
y sensorial de los animales trasplantados. Ademas, las
CME trasplantadas sobreviven y tienen capacidad tanto
para diferenciarse de elementos neurales como para activar
la neurogénesis endogena [21]. Cabria preguntarse si este
efecto se continda en el tiempo, para lo que se hace necesa-
rio estudiar los efectos en fases més tardias, posiblemente al
afio de evolucion de los animales.

Los resultados obtenidos en nuestro presente estudio
muestran que la administracion de CME por via sistémi-
ca, en una fase cronica tras el dafio cerebral traumatico,

no tiene eficacia terapéutica, lo que puede ser explicado
por las diferencias que existen en el cerebro sometido a
una lesiéon traumatica segun los tiempos de evolucion del
dafio cerebral. Durante los primeros dias tras la lesion
traumdtica hay rotura de la barrera hemato-encefilica, y
por ello la colonizacion cerebral de las CME administra-
das puede resultar mucho mds ficil que en fases tardias,
de lesion créonicamente establecida, y cuando en el cere-
bro lesionado han desaparecido una serie de factores lo-
cales que generalmente se asocian a la fase aguda lesio-
nal. Dos meses después del trauma cerebral, la barrera
hemato-encefalica se ha restablecido y las células encuen-
tran una mayor dificultad para alcanzar la zona cerebral
lesionada si son administradas por via sistémica, lo que
esta de acuerdo con estudios previos de nuestro laborato-
rio, que demuestran tanto la tendencia de las CME a co-
lonizar 6rganos de perfusion tras su administracion sisté-
mica [35], como la clara superioridad de esta forma de
terapia celular si se administra localmente frente a la ad-
ministracion intravenosa [36]. Como conclusion del pre-
sente estudio, nuestros hallazgos sugieren la ineficacia de
la terapia celular con CME si las células se administran
por via intravenosa en una fase tardia tras un dafio cere-
bral traumatico. I
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