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Utilizacion de células madre mesenquimales
del estroma de la médula 6sea para el tratamiento
de la paraplejia traumatica experimental

Use of mesenchymal bone marrow stromal cells
for the treatment of experimental traumatic paraplegia

Unidad de Investigacion Neurociencias
de la Fundacion Mapfre-Medicina.
Hospital Universitario Puerta de Hierro. Madrid.

RESUMEN

Teniendo en cuenta recientes observaciones experimenta-
les acerca de la posible utilidad de las células madre adultas
mesenquimales (CMM), obtenidas del estroma de la médula
oOsea, para el tratamiento de lesiones adquiridas del Sistema
Nervioso Central, en el presente estudio hemos trasplantado
10° CMM en cavidades centromedulares postrauméticas de
ratas Wistar adultas con una paraplejia crénicamente esta-
blecida, como consecuencia de un traumatismo medular seve-
ro. Los resultados obtenidos muestran clara y progresiva re-
cuperacién motora de los animales a partir de las dos semanas
siguientes al trasplante. Los estudios histologicos realizados
un mes después del tratamiento, sugieren que las células ma-
dre administradas se diferencian a neuronas y aportan facto-
res troficos capaces de inducir fenomenos de regeneracion me-
dular, posiblemente activando las células madre endégenas de
la médula espinal traumatizada.
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ABSTRACT

Keeping in mind recent experimental observations
about the possible utility of adult mesenchymal stem cells
(CMM), obtained from the bone marrow stroma, for the
treatment of acquired lesions of the Central Nervous
System, in the present study we administered 10 CMM in-
to postraumatic centromedullary cavities of adult Wistar
rats suffering chronically established paraplegia. The obtai-
ned results showed clear and progressive motor recovery of
the animals, starting from the two following weeks after this
procedure. One month after the treatment, histological stu-
dies suggested that the administered mesenchymal stem
cells differentiate to neurons and release trophic factors
able to induce phenomenons of spinal cord regeneration, ac-
tivating the endogenous neural stem cells in the injured spi-
nal cord tissue.
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INTRODUCCION

En los ultimos anos existe un gran interés por
el tema de las llamadas «células madre» y su po-
sible potencial terapéutico para paliar determi-
nadas enfermedades en el ser humano. Existen
diferentes tipos de células madre. Las células
madre embrionarias son las mas pluripotencia-
les, con capacidad de proliferar in vitro mante-
niendo esa pluripotencialidad, y tienen ademas
la posibilidad de diferenciarse hacia una gran va-
riedad de lineas celulares. Sin embargo, es co-
nocido que actualmente existen numerosos pro-
blemas éticos y legales para su utilizacion. Por
ello, se han empezado a utilizar como alternati-
va para futuras aplicaciones terapéuticas las
llamadas «células madre adultas», que parecen
representar una opcion muy prometedora, aun-
que la cuestion fundamental que deberé ser re-
suelta en los proximos anos es conocer si real-
mente las células madre adultas pueden realizar
la misma funcidn que las células madre embrio-
narias.

Las células madre adultas pueden obtenerse
de distintos tejidos, siendo uno de los mas utili-
zados la médula 6sea, cuyas células madre son
capaces de diferenciarse a distintas lineas celu-
lares, como son adipocitos, condrocitos, osteo-
citos, hepatocitos, células cardiacas o incluso
neuronas. En este campo de investigacion, la po-
sibilidad de recuperar una funciéon neuroldgica
supuestamente irreversible representa un reto
biolégico y una indudable esperanza, ante la po-
sibilidad de poder aplicar estas técnicas en un
futuro inmediato al ser humano.

Recientemente, observaciones preliminares
de diversos grupos de investigacion, en la Uni-
versidad de Oakland (1) y en el Instituto Karo-
linska de Estocolmo (2) han demostrado la recu-
peracién funcional de animales sometidos a una
lesion medular traumatica severa, tras el im-
plante intralesional de una suspension de célu-
las madre mesenquimales (CMM) adultas, obte-
nidas del estroma de médula dsea y cultivadas
in vitro, pero en ambos casos los estudios se
han realizado a la semana de la lesion medulary
utilizando como animales control un grupo de
animales que mostraban, en el periodo de tiem-
po estudiado, evidencias de recuperacion fun-
cional espontanea.

En el presente articulo mostramos nuestra
experiencia con la utilizacion de CMM, obteni-
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das del estroma de médula ésea, para el trata-
miento de la paraplejia traumatica establecida.

MATERIALY METODOS

Obtencion de las células madre

Para la obtencion de CMM se utilizaron un to-
tal de 10 ratas machos Wistar entre 200 y 250 g
de peso. Tras sacrificar los animales con una
mezcla de 70% CO, y 30% O,, se aislaron las ti-
bias y los fémures siendo inmediatamente colo-
cados a 4°C en medio alfa-MEM/10% FBS suple-
mentado con antibiotico. Tras cortar las epifisis
de los huesos en condiciones estériles (bajo
campana de flujo laminar) la médula ésea fue
extraida mediante lavado de los huesos con una
jeringuilla del n° 26 cargada con 2cc de medio al-
fa-MEM completo suplementado con antibiotico
y 10% de suero fetal bovino. Posteriormente las
células de la médula 6sea fueron disgregadas
mediante pipeteado y luego filtradas a través de
una malla de nylon de 70 micras. La suspension
celular obtenida fue sometida a una centrifuga-
cion en gradientes de densidad (Técnica de Fi-
coll-Hypaque) y posteriormente cultivadas en
frascos de cultivo de 75 cm? e incubadas en una
estufa a 37°C con un 5% de CO,. A las 48
horas de incubacion, el sobrenadante conte-
niendo restos celulares y células no adherentes
fueron eliminados, recogiendo solamente las cé-
lulas adherentes. Posteriormente el cultivo se
lavé con buffer fosfato salino (PBS) pH:74, aha-
diendo posteriormente 12 cc de medio alfa-
MEM completo con 20% de FBS, que era reem-
plazado cada 2-3 dias, durante 14 dias.

Cuando las células alcanzaron un desarrollo
cercano a la confluencia, éstas fueron levanta-
das del frasco de cultivo mediante su incubacién
con 3 ml de tripsina 0.25%/1mM EDTA durante
4-5 minutos a 37°C.Tras este periodo de incuba-
cion la tripsina fue inactivada con 6 ml de medio
alfa-MEM completo. Las células obtenidas, tras
ser centrifugadas a 1200 rpm durante 15 minu-
tos, fueron lavadas al menos dos veces con me-
dio alfa-MEM/10%FBS mediante centrifugacion
a 1000 rpm durante 5 minutos cada lavado. Fi-
nalmente el «pellet» obtenido fue diluido en me-
dio alfa-MEM/20%FBS y sometido a recuento
mediante el test de viabilidad de azul tripan.Tras
el recuento, las células madre fueron subcultiva-
das en frascos de 75 cm?2 en una concentracion
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de 8x10% células/cm? en presencia de 12cc de
medio alfa-MEM/20%FBS con antibiéticos y glu-
tamina, a una concentracion de 2mM.

Caracterizacion fenotipica de las CMM

Para caracterizar inmunohistoquimicamente
las CMM obtenidas, éstas fueron puestas en cul-
tivo con medio alfa-MEM/20%FBS suplementa-
do con antibidticos y glutamina, sobre portaob-
jetos estériles e incubadas a 37°C y con un 5% de
CO,. Al cabo de 48 horas de cultivo los portaob-
jetos fueron lavados con buffer PBS y fijadas con
paraformaldehido tamponado al 4%. A conti-
nuacion, tras llevar a cabo el desenmascara-
miento antigénico de las células con buffer citra-
to pH.6 durante 10 minutos en microondas, se
procedio a inhibir la peroxidasa enddégena me-
diante la incubacion de las células con peréxido
de hidrogeno al 3% en metanol durante 30 mi-
nutos. Posteriormente, tras lavar las células con
PBS, se procedio a el bloqueo de los sitios no es-
pecificos mediante la incubacién de las células
con suero no inmune de caballo al 8% durante
30 minutos. Sin lavar las muestras, se anadi6 a
las células el anticuerpo primario y se dejé incu-
bar toda la noche a 4°C en cdmara himeda. Tras
lavar dos veces las células con PBS se anadié el
anticuerpo secundario biotinilado, dejandolo ac-
tuar 30 minutos, al cabo de los cuales las células
se lavaron dos veces con PBS y se incubaron
con streptoavidina-peroxidasa, también 30 mi-
nutos, para posteriormente ser reveladas me-
diante la adicion de diaminobenzidina (DAB).
Las CMM obtenidas se caracterizaron inmuno-
histoquimicamente por ser positivas a CD105,
CD73 y Vimenitina, y negativas a CD34, CD45,
CDg3, CD14, CD19, CD38, Glicoforina Ay HLA.

Modelo de lesion medular

Para el presente estudio se han utilizado 30
ratas Wistar, hembras de 250-300 g de peso, que
fueron anestesiadas con isoflurano y sometidas
posteriormente a una laminectomia a nivel T6-
T8. Tras la exposicion de la médula espinal, se
produjo una lesion medular traumatica dejando
caer, desde una altura de 20 cm, sobre la super-
ficie dorsal de la médula expuesta, una barra de
12 mm 2 de seccion y 25 g de peso. Esta barra
fue guiada en su caida a través de un cilindro
hueco, adaptado al area de la laminectomia y
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permite realizar una lesion estandarizada que se
define como el producto del peso de la barra por
la altura desde la cual se deja ésta caer. En todos
los animales experimentales se observo una pa-
raplejia inmediata tras el impacto traumatico. En
este modelo experimental, tras la lesion trauma-
tica se observa de forma caracteristica una ne-
crosis centromedular que puede afectar entre 1
y 2 segmentos medulares. Esta cavidad es per-
fectamente visible en todos los casos a la sema-
na del traumatismo y se asocia a una paraplejia
irreversible en la rata Wistar.

Cuidados postoperatorios y técnica
del implante intralesional de CMM

Los cuidados postoperatorios de los anima-
les traumatizados consistieron en el vaciamiento
vesical cada 8 horas por presion manual, admi-
nistracion de Ringer lactato intraperitoneal para
evitar la deshidratacion, administracion de gen-
tamicina (0.8 mg/100 g, intraperitoneal) durante
una semana, e inspeccion visual diaria de la piel
para detectar y tratar la aparicion de Ulceras por
decubito. Tres meses depués de la lesion, me-
diante estudios de Resonancia Magnética se
identifico, en los animales parapléjicos, la locali-
zacion y extension de la cavidad centromedular.
Mediante técnicas de microcirugia, en 20 de es-
tos animales, la cavidad fue rellenada bajo el mi-
croscopio quirdrgico con una suspensién de
CMM. Para obtener el material donante para el
implante, cultivos correspondientes a un cultivo
primario de CMM o a un primer pase (P,) fueron
tratados con 10 microgramos/ml de bisbenzimi-
da (Hoechst 33342) (3) durante 30 minutos a
37°C y levantados en condiciones estériles por
digestion enzimatica con tripsina 0.25%/1mM
EDTA durante 4-5 minutos a 37°C. Tras este pe-
riodo de incubaciéon la tripsina fue inactivada
con 6 ml de medio alfa-MEM completo. Las cé-
lulas obtenidas tras ser centrifugadas a 1200
rpm durante 15 minutos fueron lavadas al me-
nos dos veces con medio alfa-MEM/10%FBS
mediante centrifugacion a 1000 rpm durante 5
minutos cada lavado. Finalmente el «pellet» ob-
tenido fue diluido en medio alfa-MEM/sin FBS y
sometido a recuento mediante el test de viabili-
dad de azul tripan. La suspension celular obteni-
da se resuspendié en 500 microlitros de medio
alfa-MEM sin FBS y fue sometida a recuento ce-
lular en una camara de Neubauer mediante el
test de azul tripan.
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En los animales parapléjicos, tras ser aneste-
siados con isoflurano, fue expuesta la médula
espinal, a nivel del impacto traumético previo,
mediante microcirugia, para colocar el implante.
Las CMM fueron inyectadas mediante un mi-
croinyector en las cavidades traumaticas centro-
medulares de los animales parapléjicos, a una
concentracion final de 108 CMM por cada ani-
mal. Después del implante, el punto de inyec-
cion fue sellado con gel de fibrina y sobre la zo-
na fue colocada una lamina de politetrafluoruro
de etileno, para prevenir la formacion de cicatri-
ces conjuntivas. La musculatura paraespinal y
el tejido subcutaneo se cerré con una sutura re-
absorbible de 3/0. En los 10 animales restantes
(grupo control) se realizd el mismo procedi-
miento quirdrgico para exponer quirdrgicamen-
te la cavidad centromedular, pero inyectando el
mismo volimen de medio alfa-MEM. Todos los
animales (transplantados y controles) fueron so-
metidos diariamente a técnicas de rehabilitacion
consistentes en la movilizacion pasiva durante
15 minutos de las extremidades inferiores desde
la primera semana después de la lesidon. Sema-
nalmente tras la lesion medular, todos los ani-
males fueron periodicamente evaluados para
comprobar su recuperacion motora usando la
escala BBB (4). Esta valoracién fue llevada a ca-
bo por dos investigadores que no conocian el
grupo experimental al que pertenecian los ani-
males a valorar.

Un mes después de la segunda cirugia, todos
los animales fueron sacrificados mediante anes-
tesia intraperitoneal y posterior perfusion intra-
cardiaca con suero salino heparinizado al 0.9 %,
seguido de la administracién de paraformalde-
hido al 4% en buffer fosfato salino, 0.1M, pH 74.
Se recogieron muestras del tejido medular, tan-
to del area de lesion como de las zonas vecinas,
siendo procesadas inmediatamente para llevar a
cabo estudios histolégicos convencionales me-
diante inclusion en parafina y posterior tincion
con hematoxilina-eosina. Algunos cortes fueron
procesados para estudiar inmunohistoquimica-
mente la posible expresion de Nestina (Chemi-
con Int. Inc.Temecula CA) y proteina de Neurofi-
lamentos (NF-200, Serotec, Kidlington). En tres
de los animales con implante de CMM, la mues-
tra de tejido medular se fij6 en paraformaldehi-
do al 4% tamponado y luego fue banada en un
buffer sacarosa al 30% para proteger las células
de la criofractura. Los cortes en congelacion rea-
lizados a 5 micrometros sobre estas piezas fue-
ron utilizados para la visualizacion de las CMM
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previamente marcadas con bisbenzimida. En el
presente estudio, el manejo de los animales
obedecié en todo momento a lo estipulado por
la legislacion vigente respecto al uso y cuidados
de los animales de laboratorio.

RESULTADOS

Con el modelo experimental de lesion trau-
matica medular utilizado, todos los animales ex-
perimentan una paraplejia completa tras la con-
tusion. Aproximadamente 1 semana después
del trauma comienza a obijetivarse una impor-
tante atrofia de miembros posteriores. En el pre-
sente estudio, todos los animales sometidos a la
lesion traumatica medular mostraron una para-
plejia completa en el transcurso de los 3 meses
siguientes a la lesidn, momento en que se con-
siderd que estdbamos ante una paraplejia croni-
ca irreversible, procediéndose entonces a la se-
gunda intervencién para el trasplante de CMM o
de solo medio alfa-MEM. La valoracion motora
de los animales que recibieron el trasplante de
CMM comenzé a modificarse a partir de las 2 se-
manas, con clara diferencia a partir de la tercera
semana respecto del grupo de animales que so-
lo recibieron inyeccién intramedular de medio
alfa-MEM, los cuales permanecieron sin ningin
tipo de recuperacion motora. Los animales con
trasplante de CMM se dejaron evolucionar du-
rante un mes, antes de su sacrificio, momento
en que alcanzaron un valor medio de 9 en la es-
cala BBB, permaneciendo sin ningun tipo de re-
cuperacion motora todos los animales que no
recibieron CMM (Figura 1).

Cuando se analizaron las modificaciones his-
toldgicas en el sitio del trasplante, en los anima-
les a los que no se administr6 CMM se aprecio
una tipica lesidon quistica centromedular, secun-
daria a una necrosis postraumatica. Sin embar-
go, en los animales que recibieron el trasplante
de CMM se observé una tabicacion de la cavidad
centromedular por bridas de tejido (Figura 2) en-
tre las que se identificaban células de aspecto re-
dondeado, marcadas por la bisbenzimida y por
lo tanto, identificables como CMM (Figura 3). Al-
gunas de estas células mostraban positividad a
proteina de neurofilamentos (Figura 4A). En las
zonas mas periféricas de la lesion centromedular
se observaron acumulos de células de aparien-
cia ependimaria, con positividad a nestina (Figu-
ra 4B).
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Figura 1. Gréafica que muestra la recuperacién motora en
el grupo de animales previamente parapléjicos que reci-
bieron una inyeccién intramedular de 108 células madre
mesenquimales (CMM), obtenidas del estroma de la mé-
dula 6sea. Escala de BBB, de situacion funcional motora,
con un valor maximo de 21 puntos. En A se muestra la
postura espontanea de algunos de los animales, con fle-
xién espontanea de las patas posteriores y apoyo sobre
ellas.

Figura 2. Aspecto histolégico de la cavidad centromedu-
lar, un mes tras la administracion local de CMM. Se ob-
servan tractos de tejido neoformado, rellenando parcial-
mente la cavidad centromedular postraumatica. (H.E., x
100)

Tratamiento de la paraplejia

Figura 3. A: Identificacion, con el microscopio de fluores-
cencia, de las CMM marcadas con bisbenzimida, en el in-
terior de la cavidad intramedular postraumatica, un mes
después del trasplante (x 100). B: Aspecto de las CMM ad-
ministradas en la cavidad centromedular. Algunas células
muestran un mayor tamano, lo que sugiere una posible
diferenciacion (H.E., x 200).

Figura 3. Imagenes inmunohistoquimicas obtenidas de
zonas correspondientes a la cavidad centromedular
postraumatica, un mes después de la administracién
local de CMM. A: Identificacion de células con diferen-
ciacion neuronal, identificas por su marcaje con Prote-
ina de Neurofilamentos (NF), rodeadas por fibras ner-
viosas que también muestran marcaje con NF (x 200).
B: Células ependimarias, expresando nestina (x 200).

DISCUSION

Los resultados descritos muestran que los
animales con una paraplejia cronica postrauma-
tica experimentan una clara recuperacion moto-
ra, de forma precoz tras el implante intralesional
de una suspension de células madre mesenqui-
males. Esta recuperacion parece ser progresiva,
aunqgue en el presente estudio los animales se
dejaron evolucionar tan solo un mes tras el tras-
plante, al objeto de conocer las modificaciones
histolégicas relacionables con el inicio de dicha
recuperacion funcional.

Los estudios morfoldgicos de los animales
que recibieron el trasplante de CMM mostraron
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una tendencia a la ocupacién de la zona quistica
centromedular por bridas de fibras y células. Es-
ta poblacion celular estaba constituida, al menos
en parte, por las células trasplantadas, cuya
identificacion pudo ser hecha con el microscopio
de fluorescencia, por su marcaje previo con bis-
benzimida.

El principal problema que surge ante estos
resultados es conocer los mecanismos por
los cuales se produce la recuperacién funcional
de los animales que recibieron el trasplante
de CMM. Una de las posibilidades es que las cé-
lulas implantadas se integran en el tejido hués-
ped de la médula espinal reemplazando las es-
tructuras tisulares previamente danadas. Sin
embargo, no existen claras evidencias de este
hecho, sobre todo en el intervalo de tiempo es-
tudiado, ya que la importante recuperacion fun-
cional observada no parece estar relacionada
con un relleno significativo de la cavidad cen-
tromedular que pudiera actuar como un puente
activo. Una hipotesis mas razonable, ya senala-
da por Chopp y cols. (1) para explicar los efec-
tos de esta terapia en animales sometidos a una
lesion traumatica medular no severa, y por tan-
to causante de paraplejia transitoria, es que tal
vez las CMM expresan factores de regeneracion
o activan mecanismos compensadores, € inclu-
so la proliferacién de células madre endogenas
de la médula traumatizada. Esta posibilidad pa-
rece verse apoyada por nuestras observaciones
de una proliferacién de células ependimarias,
actualmente consideradas como las principales
células madre enddgenas de la médula espinal
(5). La expresion de nestina en estas células su-
giere un efecto neurotréfico de las CMM acti-
vando estas células madre neurales en la mé-
dula espinal lesionada.

Desde el punto de vista de posible aplicacion
clinica de estos estudios, parece interesante el
hecho de que hemos confirmado la eficacia ex-
perimental de esta técnica en la paraplejia croni-
camente establecida y por tanto, realizando el
trasplante de forma diferida respecto del mo-
mento en que tuvo lugar la lesién medular trau-
matica. La presente serie experimental confirma
observaciones previas de nuestro laboratorio,
realizadas con un menor nimero de animales y
con unos resultados totalmente superponibles a
los obtenidos en el presente estudio. Es obvio
que la aplicacion a humanos de estas técnicas
exige un tratamiento diferido, ante la posibilidad
de que en las semanas siguientes al traumatis-
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mo medular se aprecien, de forma espontaneay
tras remitir el edema acompanante a una posi-
ble lesion incompleta, signos de recuperacion
funcional.

En el caso de utilizacion clinica de la técnica,
parece evidente que se trata de un procedi-
miento sencillo, sin los riesgos y complicacio-
nes inherentes a las técnicas de trasplante intra-
medular de tejido nervioso fetal (6-8), ya que
seria posible la utilizacion de células autélogas,
obtenidas por puncion de médula ésea del pro-
pio paciente parapléjico y por lo tanto no seria
necesario inmunosupresion tras el procedi-
miento. Con las técnicas de neuroimagen ac-
tualmente disponibles, parece factible, ademas,
proceder al implante de CMM en las cavidades
centromedulares por medio de puncion percu-
tadnea, lo que podria facilitar la metodologia del
trasplante.

Por otra parte, nuestros resultados muestran
que el efecto de recuperacion funcional se logra
tras el implante de células sin diferenciacion, tal
vez porque su mecanismo de actuacion sea la li-
beracion de factores troficos capaces de activar
los mecanismos de reparacion enddégena me-
dular, aunque existen evidencias morfoldgicas
de que las células trasplantadas se pueden dife-
renciar a neuronas in vivo, tras el trasplante, tal
vez como consecuencia de un entorno tisular
adecuado. En cualquier caso, la posibilidad de
una diferenciacion neuronal in vivo de CMM,
parece logica ante el hecho de que estas células
pueden transdiferenciarse cuando son tratadas
in vitro con inductores quimicos, del tipo del
mercaptoetanol o por medio de un co-cultivo
con células de Schwann. Nuestros resultados
apoyan el fenomeno de transdiferenciacion
neuronal de las CMM obtenidas del estroma de
médula ésea, siendo necesario conocer en un
futuro inmediato si el trasplante de células ma-
dre transdiferenciadas ofrece ventajas respecto
del trasplante de CMM no diferenciadas, como
se ha realizado en el presente estudio experi-
mental.

Independientemente de estas consideracio-
nes, parece obvio que se requieren nuevos estu-
dios para conocer no solo los efectos a largo pla-
zo del implante intralesional de células madre
mesenquimales en la paraplejia traumatica, sino
igualmente para conocer los mecanismos por
los cuales parece lograrse, de forma rapida y
progresiva, la recuperacion motora de los ani-
males parapléjicos.
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