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Perspectivas de la terapia celular en el dano cerebral isquémico

Perspectives of cell therapy in the ischemic brain injury
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Resumen

Objetivos: Realizar una revision sobre el estado actual de la terapia celular en lesiones cerebrales isquémicas.
Material y métodos: Realizamos una revisién bibliografica en MEDLINE y PubMed de los estudios que han
evaluado las posibilidades de la terapia celular en la lesion cerebral isquémica analizando la discapacidad se-
cundaria a los infartos cerebrales y sus repercusiones econémicas, familiares y sociales que justifican la necesi-
dad de mejorar el tratamiento de los pacientes.

Resultados: numerosos datos experimentales sugieren la utilidad de la terapia celular como nueva estrategia te-
rapéutica para lograr una mejoria en los déficits funcionales secundarios a la enfermedad cerebral isquémica.
Conclusiones: los ensayos clinicos realizados no presentan resultados concluyentes.
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Abstract

Objectives: To review the state of the art in cell therapy in ischemic brain lesions.

Material and methods: A MEDLINE and PubMed literature search was made of the studies that have exami-
ned the possibilities of cell therapy in ischemic brain damage, analyzing disability secondary to cerebral in-
farction and its economical, family and social repercussions, as justification of the need to improve the mana-
gement of these patients.

Results: Many experimental data suggest that cell therapy is useful as a new management strategy, to secure

improvement of the functional defects secondary to ischemic brain disease.

Conclusions: The existing clinical trials do not yield conclusive results.

Key words:
Progenitor cells, stem cells, ischemic stroke.

I Introduccion

El cerebro adulto es incapaz de auto-repararse o de regene-
rarse, en contraste con lo que sucede a otros 6rganos, como la
piel o el higado. Sin embargo, existe una evidencia creciente
de que en el cerebro adulto se pueden originar nuevas neuro-
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nas y células de glia (neurogénesis) en respuesta a diversas le-
siones. A partir de estas observaciones se ha considerado co-
mo una posible estrategia terapéutica en el infarto cerebral,
tanto el trasplante de nuevas neuronas para activar la neuro-
génesis endogena [1], ademas de la manipulacion bioldgica de
células, mediante transferencia o modificacion de genes [2,3].
Hemos realizado una revision bibliografica acerca de los
principales estudios que han evaluado las posibilidades de la
terapia celular en la lesion cerebral isquémica pues la grave
discapacidad secundaria a los infartos cerebrales y sus re-
percusiones econémicas, familiares y sociales justifican la
necesidad de mejorar el tratamiento de estos pacientes.
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Teniendo en cuenta la neurogénesis en la zona subventri-
cular (SVZ) del cerebro, existen estudios que han tratado
de aumentar esta neurogénesis como posible tratamiento de
las lesiones secundarias a una isquemia cerebral. Asi, sabe-
mos que la infusion de factor de crecimiento endotelial vas-
cular (VEGF) y de factor de crecimiento fibroblastico-b
(bFGF) provocan la proliferacion de células en la SVZ [4] y
también que la infusion de diversos factores de crecimiento
promueve la repoblacion de neuronas piramidales del hipo-
campo después de un infarto en esta zona [5]. Se ha visto,
ademads, que la lesion isquémica en si misma moviliza célu-
las de la SVZ [6] y en el giro dentado del hipocampo la
neurogénesis puede verse reforzada también por una varie-
dad de estimulos, incluyendo crisis epilépticas, ejercicio fisi-
co intenso e incluso antidepresivos [7].

Se han hecho numerosos estudios experimentales de tras-
plante celular con células progenitoras neurales utilizando
una gran variedad de fuentes. Asi, se pueden obtener célu-
las madre neurales a partir de cultivo de tejido cerebral fe-
tal, lo que se ha hecho en numerosos modelos experimenta-
les en roedores [8,9]. También se pueden obtener células
fetales neurales humanas, que se han utilizado para mode-
los experimentales, también en roedores [10] o la utiliza-
cion de células supuestamente transdiferenciadas in vitro, y
obtenidas de diversos drganos adultos [11-14]. La adminis-
tracion de las células puede hacerse por via sistémica o por
inyeccion local intracerebral, segin el diseio de los diferen-
tes modelos experimentales. Generalmente, la administra-
cion intracerebral se hace por medio de sistemas de estereo-
taxia, que permiten su colocacion en las zonas cerebrales
con una gran exactitud (Figura 1).

Estudios experimentales

Modelos experimentales que han utilizado células
progenitoras neurales

Snyder et al [15] desarrollaron una linea neuronal multi-
potente (linea ¢17.2) derivada de la pared germinal externa
del cerebelo murino neonatal. Los resultados iniciales mos-
traron que el 5 % de las células trasplantadas se diferencia-
ban a neuronas en la corteza cerebral infartada. Marcel et
al [16] utilizaron una linea neuronal humana, SD56, deri-
vada de células embrionarias usando factores de crecimien-
to epidérmico (EGF), bFGF y factor de crecimiento inhibi-
dor de leucemia (LIF). Su transplante en modelos de infarto
cerebral mostr6 una recuperacion funcional con migracion
de las células trasplantadas a la zona de penumbra, consi-
derdndose que esta linea celular es otra fuente de células
humanas neurales util para investigacion basica, asi como
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Fig. 1. Administracion estereotdxica de células mesenquimales en
el estriado de una rata adulta, a través de un pequefio agujero de
trépano. La imagen superior muestra la rata en el aparato de este-
reotaxia. En la imagen inferior se estd sellando con gel de fibrina
el punto de inyeccion intracerebral, tras la administracion de las
células madre.

para una posible utilizacion en ensayos clinicos. Por su par-
te, Brevig et al [17] sugirieron que las células madre neura-
les de origen porcino también pueden ser ttiles como xeno-
trasplante en el tratamiento de la isquemia cerebral.

También se ha sefialado que se pueden aislar células madre
neurales a partir de embriones humanos [18]. Estas células
pueden ser expandidas in vitro en forma de neuroesferas y
después trasplantadas dentro de los ventriculos cerebrales. Un
mes tras su trasplante en la rata, las células migraron ipsilate-
ral y contralateralmente en la corteza e hipocampo aprecian-
do su diferenciacion astrocitica y neuronal [19,20].

Se han utilizado células de hipocampo de fetos humanos
que han sobrevivido en modelos murinos de isquemia cere-
bral [21]. Otros autores han valorado los efectos funciona-
les y cognitivos de estas células tras su trasplante en mode-
los experimentales de infarto cerebral [22, 23].
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En un estudio realizado en ratas, se ocluyd durante 45
minutos la arteria cerebral media y, 24 horas después, se
trasplantaron estereotdxicamente en la corteza y en la re-
gion subventricular células indiferenciadas de la corteza ce-
rebral obtenidas de embriones de ratas (14-15 dias). Las cé-
lulas se diferenciaron, proliferaron y migraron entre los
tractos de sustancia blanca y, por medio de marcadores de
inmunohistoquimicos, se confirmé la presencia de células
trasplantadas y su diferenciacion a células nerviosas madu-
ras, observiandose mayor recuperacion funcional cuando
las células se trasplantaban en la region subventricular.

Hoehn et al [24] desarrollaron un método para estudiar
la proliferacion y migracion de células madre neurales por
medio de resonancia nuclear magnética v, en estudios expe-
rimentales de isquemia cerebral, vieron que las células ma-
dre neurales migran a lo largo del cuerpo calloso y sobre
las paredes ventriculares, depositindose en el limite de la
zona isquémica; confirmando asi que las células madre
pueden tener migracion dindmica hacia el drea de infarto.
Siguiendo con estos estudios, Kelly et al [25] realizaron, en
ratas con isquemia cerebral, un trasplante de células obteni-
das de tejido cerebral fetal humano, que sobrevivieron en el
cerebro isquémico de las ratas adultas y migraron hacia el
sitio de lesion.

Células neurales obtenidas a partir de teratocarcinomas

Otra linea de trabajo pionera utiliz6 una linea celular
exogena para la regeneracion de areas isquémicas del siste-
ma nervioso central, utilizaba células derivadas de un tera-
tocarcinoma y diferenciadas a células humanas neuronales
post-mitoticas (LBS-Neurons, Layton BioScience, Sunnyva-
le, CA) [26]. Estas células fueron utilizadas en modelos de
isquemia cerebral en ratas y su administracion local, dentro
del drea de isquemia, resulté en una restauracion parcial
del comportamiento y de la funcién motora. Los estudios
de seguimiento en estos animales, durante mds de 1 afo, no
mostraron toxicidad ni transformacién tumoral. En una li-
nea de investigacion similar, Guillemain et al [27] aplicaron
a un modelo de isquemia cerebral lineas celulares transfor-
madas en neuronas in vitro y obtenidas a partir de un tu-
mor germinal testicular, utilizando 4cido retinoico para lo-
grar la diferenciacién neuronal.

Células estromales de la médula ésea

En el afio 2002, Zhao et al [28] utilizaron células madre
del estroma de médula 6sea en lesiones isquémicas cerebra-
les de rata producidas por oclusion de la arteria cerebral
media. Dos semanas después de la implantacion intracere-
bral, alrededor de la zona del infarto cerebral, las células
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trasplantadas expresaron marcadores gliales, neuronales y
oligodendrogliales, mejorando el estado funcional de los
animales. Li et al [29] publicaron un experimento similar,
con buenos resultados funcionales y encontrando un au-
mento de factores de crecimiento en la zona del implante
celular y de secrecion de factores de crecimiento en el sitio
del infarto, con mejoria en el resultado funcional. Resulta-
dos semejantes se han encontrado con disefios experimen-
tales semejantes [30-32].

Células progenitoras obtenidas del cordén umbilical

Las células madres obtenidas del cordon umbilical huma-
no han sido diferenciadas in vitro hacia células gliales y
neuronales en diversos trabajos de investigacion, utilizando
diferentes factores de diferenciacion, tales como el acido re-
tinoico [33]. Estas células pueden ser trasplantadas local-
mente, o administradas por via intravenosa, a ratas con le-
siones isquémicas cerebrales, lo que se asocia también a
una clara recuperacion de los déficits neuroldgicos post-is-
quemia [34].

En esta linea de investigacion, cabe destacar el trabajo de
Savitz et al [35] quienes demostraron que la administracion
intravenosa de células madre del cordén umbilical, a las 24
horas de una oclusion de la arteria cerebral media en la ra-
ta, se asocia a una clara mejoria funcional de los animales
que se hace evidente a las dos semanas tras el tratamiento.

Células progenitoras hematopoyéticas

Ya en el afio 1997, los estudios de Asahara et al [36]
mostraron que las células progenitoras endoteliales
CD34+, ricas en la sangre de cordon umbilical, tienen la
capacidad de participar en la neovascularizacion de teji-
dos isquémicos. Como consecuencia de estas observacio-
nes, se administraron en ratas adultas células CD34+ ob-
tenidas de cordon umbilical humano, por via intravenosa,
a las 48 horas de una lesion cerebral isquémica. El efecto
beneficioso se observé ya a las 24 horas de la administra-
cién, apreciandose una marcada neovascularizacion cere-
bral en los animales tratados. Se aprecié igualmente una
activacion de la neurogénesis endogena y migracion de cé-
lulas madre neurales de la region subventricular hacia la
zona cerebral isquémica [36,37]. Basdndose en estos ha-
llazgos, Jaquet et al [38] estudiaron el efecto de diversas
sustancias angiogénicas, sobre todo eritropoyetina, obser-
vando que su administracion tras una lesion isquémica ce-
rebral se asocia a un aumento local de angiogénesis y acti-
va la neurogénesis enddgena en los animales tratados. Por
ello, Taguchi et al [39], entre otros, realizaron estudios ex-
perimentales y ensayos clinicos basados en el potencial
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uso terapéutico de las células mononucleares derivadas de
médula 6sea. De forma paralela a los estudios sobre isque-
mia cerebral, se han realizado numerosos estudios para re-
generacion cardiaca, logrando revascularizacion tras in-
fartos cardiacos. Se conoce actualmente que las células
progenitoras de médula 6sea, CD34+ y CD133+ pueden
lograr aumento de vascularizacion, tanto a nivel cardiaco
como sobre otros 6rganos isquémicos, lo que ha aumenta-
do el interés de estas células para experiencias de revascu-
larizacion cerebral.

Células progenitoras obtenidas del tejido adiposo

El tejido adiposo también tiene células progenitoras estro-
males, con capacidad para lograr un aumento de angiogéne-
sis y posiblemente una diferenciacién hacia células nervio-
sas, si son sometidas a ciertas condiciones experimentales.
En uno de los primeros ensayos experimentales, la inyeccion
de células madre estromales de tejido adiposo humano en el
ventriculo lateral de ratas sanas, fue seguida de su migra-
cién a maltiples areas del cerebro, incluyendo la corteza ce-
rebral contralateral. Estas células persistian en el cerebro is-
quémico, a los 30 dias del trasplante. En otro modelo
experimental, la inyeccion de células estromales, obtenidas
del tejido adiposo, en el ventriculo lateral de la rata, un dia
después de la oclusion de arteria cerebral media, result en
la colonizacion del tejido cerebral infartado por las células
madre administradas. A los 7 dias, las ratas trasplantadas
mostraron una significativa mejoria funcional en compara-
cién con controles.

Problemas planteados en los estudios experimentales

En la mayoria de los estudios experimentales realizados
generalmente en roedores se han obtenido resultados alen-
tadores con las técnicas de terapia celular. Sin embargo, en
casi todos ellos se obtiene mejoria funcional en una fase
muy precoz tras la administracion de las células donantes,
lo que hace sospechar que el principal efecto de estas técni-
cas puede ser lograr una neuroproteccién por la liberacion
de factores no conocidos o activar los mecanismo enddge-
nos de reparacion del propio sistema nervioso. En este con-
texto, existen argumentos a favor de que las células tras-
plantadas son capaces de activar la neurogénesis en
determinadas zonas cerebrales, sobre todo en la region sub-
ventricular (Figura 2).

Hasta hace pocos afos se creia que la neurogénesis es un
proceso que concluia en la época fetal, tanto en roedores
como en humanos. Sin embargo, hoy se admite que la for-
macién de nuevas neuronas ocurre también en el adulto,
tanto espontdneamente como en respuesta a diversos esti-

Fig. 2. A: Zona subventricular (SVZ) en una rata adulta con un
incremento de la poblacion celular como consecuencia de la pro-
vocacion de una lesion cerebral en una zona adyacente. La flecha
muestra la migracién de células indiferenciadas de esta region,
que se dirigen hacia la zona de lesion. B: expresién inmunohisto-
quimica de nestina (marcador de células madre neurales) en las
células que migran desde la SVZ.

mulos o a lesiones diversas. La mayoria de los estudios se
han dirigido hacia las células madre neuronales localizadas
en la zona subventricular de los ventriculos laterales, es de-
cir, la SVZ, y en el giro dentado del hipocampo en roedores
[10,40-41]. Aunque estas zonas son las que parecen estar
mas implicadas en la neurogénesis postnatal en roedores,
en los primates y en el hombre también podrian existir zo-
nas de neurogénesis en la corteza cerebral. Las investigacio-
nes actuales muestran que la neurogénesis endégena, como
consecuencia de una activacion de estas zonas, tiene un
efecto regenerador y aunque la lesion cerebral en si misma
activa los mecanismos de neurogénesis, incrementa como
consecuencia de factores tréficos, algunos desconocidos,
aportados por las células estromales adultas procedentes de
la médula 6sea.
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Experiencias clinicas

Kondziolka et al [42] han publicado los resultados preli-
minares de sus estudios clinicos de terapia celular en el
hombre disefiados para tratar la isquemia cerebral. Utiliza-
ron neuronas («LBS-neurons», de Layton Bioscience, Inc.,
Sunnyvale, Ca) producidas in vitro a partir de una linea ce-
lular (NT2/D1) de progenitores neurales humanos y dife-
renciadas por medio de acido retindico. Se traté de un es-
tudio del tipo de ensayo clinico fase I, donde se reclutaron
12 pacientes con infarto en los ganglios basales en situa-
cion cronica (entre 6 meses y mds de 4 afios de evolucion),
que recibieron implantes estereotdxicos de estas células
neurales humanas. Inicialmente 4 pacientes recibieron una
sola inyeccion de 2 millones de células en el drea del infar-
to, los siguientes 8 pacientes fueron divididos en dos gru-
pos, al azar, para recibir un implante de 2 o de 6 millones
de células en el drea de infarto. Las evaluaciones de disca-
pacidad y calidad de vida fueron realizadas al inicio y a la
semana 24. Se realiz6 tomografia por emision de positro-
nes (PET) al inicio, y tras el tratamiento, evaluandose a los
pacientes hasta mas de 1 afio después. Los estudios de
RNM se realizaron hasta 24 semanas después del trata-
miento. Los resultados del estudio sugerian que el nimero
de células administradas influia en el resultado y que esta
técnica lograba una mejoria clinica en las escalas de eva-
luacién aproximadamente en el 50% de los pacientes, aun-
que los estudios de RM no sufrian modificaciones signifi-
cativas. Un paciente fallecid, a los 27 meses del
procedimiento, por causa ajena a su enfermedad y en el estu-
dio necrdpsico se comprob la persistencia de las células tras-
plantadas [42,43].

En la Fase II de este ensayo clinico, se reclutaron 18 pa-
cientes con déficit neuroldgico por infarto en ganglios basa-
les (entre 1y 6 afios de evolucion). La administracion de un
numero de células, que vari6 entre 5 o 10 millones, en 14
pacientes, logré una cierta mejoria también en el 50%
aproximadamente de ellos, pero sin diferencia significativa
respecto de la que se apreci6 en el grupo control, de 4 pa-
cientes [44].

Un segundo ensayo clinico con caracteristicas de ensayo
de fase I-1I fue realizado por Savitz et al [45]. En este caso
efectuaron xenotrasplante en 5 pacientes con infarto de
ganglios basales, en situacion de déficit neuroldgico cronico
(entre 1.5 afios y 10 afios). Se administraron por estereota-
xia en la zona de la lesion cerebral entre 50 y 80 millones
de células madre neurales de origen porcino previamente
modificadas, sefialandose tras 4 afios de evolucion una cier-
ta mejoria en 2 de los 5 pacientes, de acuerdo con la escala
de NIHSS (escala para valoracion de las secuelas del infarto
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cerebral) [45, 46]. No utilizaron inmunosupresores, ya que
las células fetales de origen porcino se pre-trataron con an-
ticuerpos dirigidos contra el complejo mayor de histocom-
patibilidad de clase 1.

Por ultimo, Woei-Cherrng et al [47] movilizaron células
progenitoras hematopoyéticas de médula dsea, por medio
del factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF)
en pacientes con isquemia cerebral. Se Incluyeron 10 pa-
cientes con isquemia cerebral aguda del territorio de la ar-
teria cerebral media (7 tratados y 3 controles) y concluye-
ron, tras 1 afio de seguimiento, que existia una mejoria
clinica significativa en los pacientes tratados, en compara-
cién con los controles.

Como un andlisis de conjunto de todas las experiencias
que hemos recogido, es obvio que la terapia celular parece
ser eficaz sobre modelos experimentales de isquemia cere-
bral y posiblemente también en pacientes, aunque el escaso
namero de ensayos clinicos realizados hasta el momento di-
ficulta obtener conclusiones validas. En cualquier caso, aun
admitiendo la posible utilidad de estas nuevas técnicas, des-
conocemos muchos de los mecanismos por los cuales se
produce la mejoria clinica que se aprecia tanto en los ani-
males como en pacientes [48-51].

Se considera y se ha confirmado en diversos estudios ex-
perimentales que las células madre trasplantadas en zonas
de isquemia cerebral liberan numerosos factores tréficos
que tienen accidon neuroprotectora, inhibiendo la apoptosis
neuronal que se desencadena después de la lesion isquémica
[52-55]. También se acepta que la posible recuperacion
funcional de los pacientes, tras un infarto cerebral, se debe,
al menos en parte, al establecimiento de nuevas conexiones
sindpticas entre el sitio dafiado y el tejido adyacente sano
[56-60]. El trasplante celular podria potenciar estos meca-
nismos reparadores, aumentando la sinaptogénesis, en vir-
tud de un proceso en el que podrian jugar un importante
papel los factores neurotréficos aportados por las células
madre utilizadas. De hecho, se ha podido demostrar que
existe un incremento de la expresion de sinaptofisina, como
marcador de sinaptogénesis, en la zona de penumbra isqué-
mica, tras la administracion intravenosa de células estro-
males de médula 6sea.

El incremento de la vascularizacion en la zona de penum-
bra isquémica, especialmente cuando ocurre pocos dias
después del infarto cerebral, esta estrechamente asociado a
la recuperacion neurologica [61-64]. Por otra parte, existen
numerosas evidencias de que la terapia celular con elemen-
tos progenitores hematopoyéticos induce una marcada an-
giogénesis, posiblemente a través de la liberacion del VEGF
por estas células. Hay numerosos estudios, sobre todo ex-
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perimentales, que demuestran cémo el trasplante de células
estromales de médula 6sea induce la formacidon local de
nuevos vasos sanguineos [65-69] lo que representa uno de
los principales objetivos terapéuticos cuando nos enfrenta-
mos a los problemas fisiopatolégicos derivados de la isque-
mia cerebral.

Otra propiedad conocida de las células madre adultas ob-
tenidas de la médula 6sea, es que son capaces de disminuir
la respuesta inflamatoria y, por tanto, previenen el rechazo
inmunoldgico, lo que hace que se estén utilizando para dis-
minuir este problema en los trasplantes de médula dsea que
realizan los hemat6logos. Aunque este mecanismo no ha re-
cibido suficiente atencién en el caso de los estudios de tera-
pia celular para la enfermedad isquémica cerebral, es posi-
ble que tenga su importancia al modular los fenémenos de
infiltracion leucocitaria y de muerte celular por necrosis o
apoptosis tras un infarto cerebral [70,71].

Tal como hemos comentado al referirnos a los estudios
experimentales, se acepta en la actualidad que en el cerebro
adulto sigue existiendo posibilidad de neurogénesis en de-
terminadas zonas, sobre todo a nivel de la SVZ, y se conoce
que esta neurogénesis puede activarse o incrementarse co-
mo respuesta a lesiones traumaticas, isquémicas, o de cual-
quier otra naturaleza [72,73]. Existe también una evidencia
creciente a favor de que el trasplante intracerebral de célu-
las madre adultas puede incrementar significativamente es-
tos mecanismos de neurogénesis endogena, logrando que se
formen nuevas células nerviosas y migren hacia la zona de
dafo cerebral, lo que explicaria posiblemente muchos de
los efectos beneficiosos a corto plazo de estas nuevas técni-
cas [74,75].

Como consecuencia de todos estos estudios, se han obser-
vado evidencias alentadoras sobre el potencial uso de la te-
rapia celular para mejorar la funcionalidad de los pacientes
que sufren una lesion cerebral isquémica. Desconocemos,
sin embargo, muchos de los mecanismos por los cuales las
células madre adultas ejercen sus efectos beneficiosos y qué
tipo de células madre son las mas adecuadas para un tipo u
otro de lesion, cudles son las vias de administracion y el nu-
mero de células que debemos llevar al sitio de lesién para
lograr efecto terapéutico. En cualquier caso, los esfuerzos
se dirigen no s6lo a resolver estas incognitas, sino también
a encontrar matrices de soporte adecuadas que permitan la
diferenciacion y supervivencia de las células trasplantadas
en el cerebro [76]. Por otra parte, la terapia celular nos lle-
va a que, al menos en el campo de la Neurologia, tengamos
que replantearnos algunos dogmas que teniamos estableci-
dos acerca del funcionamiento del cerebro y de sus posibili-
dades de reparacion. |
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