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Glosario de términos

Aa: Aminodacidos

AAP: Academia Americana de Pediatria (American Academy of Pediatrics)

Acp-4: Acuoporina tipo 4

APC: Aloficocianina

APO-E4: Isoforma 4 de la apoproteina E

ATP: Adenosin trifofato

BBZ: Bis benzamida

BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro (Brain-derived neurotrophic factor)

bFGF: Factor de crecimiento basico derivado de fibroblastos (Basic fibroblast growth fac-
tor)

BHE: Barrera hematoencefalica

BrDU: 5-bromo-2-deoxyuridina

Ca”*: Calcio

Ca0,: Contenido de oxigeno en la sangre

CMDMO: Células mononucleares derivadas de la médula ésea
CO,: Diéxido de carbono

CPN: Células progenitoras/madre neuronales

CPNa: CPN derivadas del adulto

CPNh: CPN humanas

CUH: Canal de unidn de hendidura

CXCR4: receptor 4 de citocina CXC (CXC-chemokine receptor-4)
DCT: Dafio cerebral traumatico

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSA: dimetil-sulféxido

EGF: Factor de crecimiento derivado del endotelio

eNOS: Sintetasa de déxido nitrico de origen endotelial

EPO: eritropoyetina

EPOFr: receptor de EPO



ES: Células madre embrionarias

Fas-L: Ligando de proteina Fas (=Apoproteina 1)

FBS: Suero fetal bovino

FDA: Agencia americana del medicamento (Food and Drug administration)
FGF: Factor de crecimiento derivado de fibroblastos

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

GD: Giro dentado del hipocampo

GFAP: Proteina gliofibrilar acida (Glial fibrillary acidic protein)

GMP: Practicas de buena produccién (Good Manufacturing Practice)
GMPc: GMP ciclico

GOS: Escala prondstica de Glasgow (Glasgow outcome score)

hEGF: Factor de crecimiento epidérmico humano (Human epidermal growth factor)
HTIC: Hipertension intracraneal

IFN-y: Interferon gamma

IL-1: Interleucina 1

IL-10: Interleucina 10

IL-17: Interleucina 17

IL-1ra: Receptor antagonista de IL-1

IL1B: Interleucina 1 beta

IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

IMDM: Medio Dulbecco modificado por Iscove (Iscove’s modified Dulbecco’s medium)
IP;3: Inositol trifosfato

iPS: Células madre pluripotenciales inducidas

ISCT: Sociedad internacional para la terapia celular

K': Potasio

LCR: Liquido cefalorraquideo

Mg>*: Magnesio

MHC II: Antigeno de compatibilidad humano tipo Il

mL: Mililitro



mNSS: Puntuacion modificada de gravedad neuroldgica (modified neurologic severity
scores)

MSC: Células madre mesenquimales

MSC-a: Célula madre mesenquimal procedente de tejido adiposo
MSC-c: Célula madre mesenquimal procedente de tejido conectivo
MSC-mo: Célula madre mesenquimal procedente de médula 6sea
MSC-pb: Célula madre mesenquimal procedente de sangre periférica
MSC-uc: Célula madre mesenquimal procedente de cordén umbilical
MST: Test de la cinta adhesiva modificado (Modified Sticky tape Test)
Na’: Sodio

NF kB: Factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de las células B
NGF: Factor de crecimiento neuronal (Neural grow factor)

NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: Oxido nitrico

NSS: Puntuacion de gravedad neuroldgica (neurologic severity scores)
PAM: Presidn arterial media

pa0;: Presion parcial de oxigeno arterial

PBS: Tampon fosfato salino (Phosphate buffered saline)

pCO,: Presidn parcial de diéxido de carbono

PE: Ficoeriterina

PGE2: Prostaglandina E2

PIC: Presidn intracraneal

PICS: Sociedad Pediatrica de Cuidados Intensivos (Pediatric Intensive Care Society)
PPC: Presion de perfusion cerebral

RC2: Marcador de glia radial

Rpm: Revoluciones por minuto

SjO,: Saturacion de oxigeno en el bulbo de la yugular

SNC: Sistema nervioso central

SPNIC: Sociedad Europea de Cuidados Intensivos Pediatricos y Neonatal (Society of Pe-
diatric and Neonatal Intensive Care)

TCE: Traumatismo craneoencefalico



TGF B1: Factor de crecimiento tisular f1

Th: Linfocitos T facilitadores (helper)

TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factors)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

T, Linfocitos T reguladores

TSG-6: Gen/proteina 6 estimulada por TNF-a (TNF-a stimulated gene/protein 6)
UCF-F: Unidades formadoras de colonias de fibroblastos

UCIP: Unidad de cuidados intensivos pediatricos

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial (Vascular endothelial growth factor)

WEFPICCS: Federacion Mundial de Sociedades de Cuidados Intensivos Pediatricos (World
Federation of Pediatric Intensive Critical Care Societies)

ZSG: Zona subgranular del giro dentado del hipocampo

ZSV: Zona subventricular
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Resumen

Introduccion

El traumatismo craneoencefalico (TCE) en pediatria supone una de las primeras causas
de mortalidad y morbilidad. Ademas de las medidas de sostén, no existe en la actualidad un
tratamiento farmacolégico eficaz para disminuir sus efectos. Por ello, es necesario investigar
nuevas dianas terapéuticas que puedan limitar sus efectos, disminuyendo el dafio cerebral
traumatico secundario, y permitiendo la regeneracién funcional y estructural de las areas da-
fladas. La plasticidad neuronal se ha descubierto como una diana terapéutica en esta patologia
y puede ser activada por diferentes estimulos, entre los que se incluyen la rehabilitacién inten-
siva, la administracidn de factores tréficos y la terapia celular. Esta Ultima se podria convertir
en una alternativa cada vez mas real para el tratamiento del TCE, aunque es necesario la reali-
zacion de ensayos clinicos con modelos de experimentacién animal que permitan validar su

eficacia y determinar cudles son sus mecanismos de actuacion.

Aungue inicialmente se pensaba que la célula ideal procedia del propio sujeto, se ha
comprobado en modelos animales de terapia celular que el tratamiento con células alogénicas
es igual de eficaz y seguro que la terapia autdloga. De esta manera es posible disponer de una
gran cantidad de células mesenquimales para su administraciéon en fase aguda sin tener el
retraso que conlleva la extraccidon, purificacion y ampliacidon de células autdlogas en cultivos

celulares.

Otros grupos celulares, como son las originarias de estirpe embrionaria, neuronal o
hematopoyéticas, siendo también eficaces, plantean problemas éticos y practicos en el mo-
mento de su obtencién, procesamiento o cultivo. Las células madre mesenquimales (MSC) de
origen en tejido adiposo sortean y limitan muchos de los conflictos referidos, sin que exista

evidencia de pérdida de eficacia.

Se han utilizado varias fuentes de administracién, siendo la via intraparenquimatosa

(ip) la que ha demostrado una mayor cantidad final de células trasplantadas en la zona de Ila
lesidn. Se discute si su mecanismo principal de actuacién es la sustitucion de los tejidos dana-
dos o, lo que parece mas probable, si es una inmunomodulacién local la responsable de los

buenos resultados funcionales en esta patologia.
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Hipétesis

En modelos de experimentacidon animal de TCE la administracidn intra y perilesional de
MSC procedentes de médula ésea ha demostrado mejorar la evolucion funcional. Sin embargo,
la administracidon ip de células procedentes de tejido adiposo podria tener también un efecto
beneficioso a través de la integracidon funcional y disminucién de la inflamacién secundaria a

un TCE producido mediante un modelo animal de trauma craneal controlado.

Objetivos

1.- Investigar en un modelo experimental en ratas jévenes sometidas a un TCE contro-
lado el efecto de la administracién de MSC en el lugar de la lesidn sobre la funcion motora y

sensitiva.

2.- Analizar la supervivencia y diferenciacion de las células madre mesenquimales tras-

plantadas en el tejido cerebral lesional y perilesional.

3.- Conocer los mecanismo de proteccién y regeneracién funcional por los que las MSC

administradas ip podrian producir una mejoria funcional.

Material y métodos

Se utilizaron ratas hembras Sprague-Dawley de 7 dias de vida y peso aproximado de
150-200 gramos, distribuidas en tres grupos (10 ratas por grupo): 1.- Control simple; 2.- Con-
trol ip; 3.- MSC ip. Los animales control simple fueron sometidos al TCE mediante un modelo
de trauma controlado por caida de peso (distancia 20 cm, Peso 35 gr). Los animales control ip
se sometieron al mismo trauma, y a las 24 horas de este se les administré 40 mcL de suero
salino fisioldgico ip en el drea ipsilateral al trauma y perilesional. Los animales MSC-ip recibie-
ron el mismo trauma que los anteriores grupos, y a las 24 horas se les administré una Unica
dosis de MSC derivadas de tejido adiposo (2*10°> MSC) en la zona perilesional mediante inyec-

ciones de 5 mcL. Todos los animales se sacrificaron a los 21 dias del traumatismo craneal.

Las MSC se obtuvieron de otras ratas Sprague-Dawley adultas, mediante extraccion del
tejido adiposo retroperitoneal. Se cultivaron e identificaron sus caracteristicas mediante cito-

metria de flujo. Para facilitar su reconocimiento posterior, se marcaron mediante infeccion con
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lentivirus para que pudieran expresar la proteina verde fluorescente (GFP). Se realizaron estu-
dios de diferenciacion hacia estirpe adipogénica y osteogénica que mantienen su capacidad

funcional y mantienen al mismo tiempo la expresiéon de GFP.

En las ratas objeto de estudio de se analizaron la funcién motora y sensitiva mediante
los test de Rogers, test de Rotarod y test de la cinta de Sticky modificado (MST) a las 48 horas,
y alos 7, 14 y 21 dias tras el TCE. Mediante citometria de flujo, tanto en las ratas control como
las MSC ip, se analizé la presencia de una poblacidn que reuniera las caracteristicas de MSC en
el tejido cerebral, tanto a las 48 horas tras el TCE (24 tras el trasplante celular) como a los 21
dias. Se examinaron ademas el tamafio de la lesidn cerebral, las caracteristicas histolégicas de
la lesion mediante hematoxilina y eosina, la poblacion de células granulares y piramidales en el
hipocampo, la presencia de MSC mediante tincién de vimentina e inmunohistoquimica frente a

la GFP y la presencia de progenitores neuronales mediante tincidon con nestina.

Resultados

Se extrajeron de manera efectiva células mesenquimales del tejido graso retroperito-
neal. El analisis mediante citometria de flujo demostré doble positividad para los marcadores
de superficie mesenquimales CD29 y CD90, siendo negativo para marcadores hematopoyéticos
CD45. Las células obtenidas mostraban morfologia de células mesenquimales, y mediante cul-
tivo en medios de diferenciacién se consiguié que expresaran marcadores de adipocito y con-
drocito. La infeccién mediante un lentivirus permitia la expresién de GFP, sin alterar la expre-

sién de marcadores de superficie, morfologia ni capacidad de diferenciacion.

La administraciéon ip de MSC en ratas tras un TCE controlado mejord la puntuacién en
el test de Rotarod a los 7 dias, 14 dias y 21 dias. En el test de Rogers, mejord la puntuacién en
el grupo de tratamiento ip a los 7 y 14 dias, desapareciendo la diferencia al finalizar el periodo

de observacion. No se encontré diferencia en la puntuacién en el MST.

Mediante citometria de flujo se evidencié una poblacién celular con caracteristicas de
mesenquimal a las 48 horas del TCE, en la zona de la lesidn y trasplante, pero no a los 21 dias.
Dicha poblacidn no tenia refringencia propia verde. Sin embargo, mediante histologia se en-
contrd una poblaciéon de células vimentina positiva y GFP positiva en la zona de la lesién a las

48 horas, que disminuyd de numero a las tres semanas del TCE.
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La administraciéon de MSC no disminuyé el area de la lesién. Produjo un incremento de
células piramidales, células granulares y células nestina positiva en la regién CA3 y en el giro
dentado del hipocampo, respectivamente, a las 48 horas del TCE. Sin embargo, dicha respuesta
a las tres semanas se mantuvo solo en las células granulares del giro dentado, desapareciendo
las diferencias en el resto. No hubo diferencias en ningin momento en el nimero de células
piramidales en la region CA1 del hipocampo o en las células nestina positivo de la zona subven-

tricular.

Conclusiones

Este modelo de traumatismo craneoencefalico en ratas mediante una caida de un peso

observamos:

1.- La administracién intraparenquimatosa de células madre mesenquimales procedentes de

tejido adiposo en la zona de la lesidn es eficaz en la recuperacidn funcional motora.

2.- Dicha recuperacién se mantiene a pesar de que el nimero de células mesenquimales dis-
minuye con el tiempo y no se han encontrado evidencias de su diferenciacion a células gliales o

neuronales maduras.

3.- La recuperacién funcional se asocia en los animales a los que se administré células mesen-
guimales con un incremento precoz de la neurogénesis endégena demostrado por un incre-
mento de células granulares en el giro dentado, en la regiéon CA3 del hipocampo y células nes-

tina positiva en la region subgranular del giro dentado.

4.- Sin embargo, esta respuesta es transitoria, puesto que a las tres semanas del trauma cra-
neal solo en el giro dentado del hipocampo se observa un incremento de células granulares,

desapareciendo las diferencias en el resto de zonas estudiadas.
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Introduccion

1.- Introduccion

1.1.- Importancia del TCE en pediatria

El traumatismo craneoencefélico (TCE) es, en los paises desarrollados, un importante
problema de salud, ya sea en forma de TCE aislado o asociado a otras lesiones. Se calcula que
es la primera causa de mortalidad y morbilidad en edad pediatrica transcurrido el primer afio
de vida'>. Aunque las mejoras en prevencidn, sobre todo en seguridad vial, han disminuido su

incidencia®®, atin producen un enorme impacto social y econémico.

Los mecanismos de produccidn suelen ser caidas accidentales, accidentes de tréfico,
accidentes deportivos y malos tratos. La distribucion del mismo sigue un patrén bimodal, afec-
tando en una primera fase a niflos por debajo de los cuatro afios de vida, y posteriormente
vuelve a ascender durante la adolescencia®®. En los nifios pequefios predominan las caidas
accidentales y los malos tratos, mientras que en adolescentes son mas frecuentes tras acciden-
tes deportivos y de trafico>’. Independientemente de la edad, es mas frecuente en el sexo

masculino.

El TCE es una causa frecuente de consulta en los servicios de emergencia. La inmensa
mayoria (por encima del 90%) son leves, definido como una puntuacién en la escala de coma
de Glasgow de 14-15**%, Sin embargo, la presencia de un trauma moderado o grave es mas
frecuente cuando el paciente sufre otras lesiones (en los pacientes con un politraumatismo,
hasta el 75% incluye un TCE). De otra manera, en la mayoria de los pacientes que fallecen tras

un politraumatismo, el 80% tenfan asociado un TCE grave®®.

La mortalidad global tras un TCE grave en nifos en los paises desarrollados oscila entre
el 17-33% de los pacientes, segln series retrospectivas, sin producirse cambios significativos

1114 ge calcula que en EEUU aproximadamente 3000 nifios fallecen al afio

en la dltima década
por esta causa’®. Existen factores que se asocian con dicha mortalidad, como son la presencia
de coagulopatia, bajas puntuaciones en la escala de coma de Glasgow, hiperglucemia e hipo-

tensign®>!+1e 1

. No obstante, la morbilidad en estos pacientes suele ser mayor, teniendo algin
tipo de secuela hasta el 70% de los pacientes que habian sufrido un trauma craneal grave. Di-
cha discapacidad afectaba a diferentes ambitos como es la movilidad, independencia de un
cuidador, necesidad de educacién especial y el acceso a un puesto de trabajo remunerado®.
Ademas, el costo social de estas lesiones es superior al que ocurre en adultos, dado la espe-

ranza de vida mas prolongada.
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1.2.- Mecanismos de lesion en TCE
Durante los ultimos afios ha aumentado elconocimiento sobre la fisiopatologia del TCE.
En la patogenia del dafio cerebral traumatico (DCT) se puede diferenciar en dos partes: el DCT

primario y el secundario (Ver ilustracién 1).

Hematoma
Contusion

Daio primario |Focal

Dafio axonal difuso
Edema cerebral |Vasogénico
Citotoxico

Difuso

Daiio secundario | Factores genéticos

Factores sistémicos Hipotension
Hipoxia
Hipo/hiperglucemia
Activacion adrenérgica
Inflamacion sistémica

Factores locales | Tisulares |Pérdida vasorregulacion cerebral
Desacoplamiento energético (hipo/hiperfusion)

Celulares | Inflamacion
Apoptosis
Tumefaccion celular
Excitotoxicidad

llustracion 1.- Mecanismos de lesion en TCE. De entre ellos, los mas importantes son los relacionados con los

factores locales, y especialmente con los tisulares. Ver texto para explicaciéon detallada. Modificado a partir de
. 21 22

referencias

En el DCT primario, el mecanismo lesional produce de manera directa la ruptura de las
estructuras cerebrales. Se puede dividir en dos grupos: 1) El daio focal, que incluye la forma-
cion de un hematoma (epicraneal, subdural y parenquimatoso) y la contusion; 2) El dafio difu-

23,24

so, que incluye el dafio axonal difuso®®**y el edema cerebral®**.

El DCT secundario se produce por una combinacion de factores genéticos, factores lo-

cales y factores sistémicos.
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1.2.1.- Factores genéticos

Se han demostrado que determinan parte de la sensibilidad y tolerancia del paciente al
TCE. Se ha observado en un modelo en rata de TCE leve que el estimulo traumatico es un in-
ductor potente de la respuesta génica, y que dicha respuesta es variable a lo largo del tiem-
po®>. En las primeras 24 horas predomina una mayor expresion de genes que afectan al meta-
bolismo, desarrollo, transporte, defensa, asi como al crecimiento, morfogénesis, diferenciacidon
y regulacidn del ciclo celular. Al cuarto dia, predominan los genes de diferenciacién celular y de

respuesta a un estimulo, principalmente mediado por una respuesta inmune®.

Existen estudios de asociacidn genética en adultos que han demostrado que ciertos
genes presentan polimorfismos que se correlacionan con el resultado clinico post-TCE, ya sea
empeorandolo (Isoforma ApoE4 de la apoproteina E, relacionado con la formacion y repara-
cion de membranas celulares: polimorfismo funcional del gen de supresién tumoral p53, impli-
cado en la apoptosis tras TCE), como mejorandolo (repeticion de dos alelos del gen del recep-
tor antagonista de la interleucina 1 [IL-1ra])*®. En nifios, la asociacién mas estudiada entre un
gen y su evolucidn clinica ha sido la Isoforma ApoE4, incrementando 2,4 veces la probabilidad
de un peor prondstico neuroldgico en los pacientes portadores de dicho alelo, principalmente

en aquellos que han sufrido un TCE grave®’.

1.2.2.- Factores sistémicos

Incluyen hipotensién, hipoxia, alteraciones en la homeostasis de la glucosa, interleuci-
nas y citocinas de inflamacion y la hiperestimulacién adrenérgica. De todos ellos, los mas im-
portantes son la presencia de hipotensidn e hipoxia que puede aparecer en los primeros minu-
tos tras el trauma craneal*****¥1%28. yna combinacion de ambos se observa hasta en el 30% de
los pacientes®’. Ambos factores originan una deficiente perfusién cerebral que aboca a la is-
guemia cerebral. De hecho, un estudio realizado con muestras cerebrales de pacientes falleci-

dos tras un TCE grave hallaba datos histoldgicos de isquemia cerebral en el 90% del total®.

1.2.3.- Factores locales

Se diferencian dos tipos: tisulares y celulares. Los primeros se relacionan con la presion
de perfusion cerebral y el flujo sanguineo cerebral. La respuesta anormal que se objetiva viene
dada por la pérdida de la autorregulacion del flujo sanguineo cerebral. Esta respuesta fisiologi-

ca, que determina un flujo constante de sangre al cerebro en un rango amplio de tensién arte-
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rial, se pierde de manera variable tras un TCE. La respuesta siguiente puede ser vasodilatadora,
vasoconstrictora o mixta, y puede aparecer inmediatamente tras el trauma o en los dias suce-
sivos>’. Comparado con la pérdida de la regulacién cerebral, la pérdida de la respuesta a los
cambios a la pCO, (vasodilatacidén o vasoconstriccion cerebral en respuesta a la hiper o hipo-
capnia, respectivamente) aparece como un fendmeno mas estable. Aunque puede aparecer
alterada en las primeras fases del TCE, supone una medida importante de control frente a un

incremento de la presién intracraneal por hiperaflujo®.

En adultos, se calcula que un descenso en el flujo sanguineo cerebral inferior a 15 mL *
100 mg™ min™ se asocia de manera irreversible a dafio tisular’®>. Los mecanismos que explican
este descenso son la compresion secundaria a lesiones extraaxiales (hematomas, herniacion
del parénquima cerebral, ruptura de vasos cerebrales)®?, asi como la pérdida de la autorregula-
cién cerebral®®, produccién inadecuada de 6xido nitrico y neurotransmisores colinérgicos®***, y
potenciacién de la vasoconstriccion inducida por prostaglandinas®®. En este modelo de isque-

mia cerebral, la activacidn del metabolismo anaerobio es incapaz de suplir las demandas ener-

s .. . s 22
géticas del tejido cerebral, lo que genera desacoplamiento energético y muerte celular®.

Los pacientes con un TCE pueden desarrollar también hiperperfusion cerebral, debido
a la pérdida de la regulacién cerebral. Esta hiperemia condiciona un incremento en el volumen
vascular cerebral que, a su vez, produce un incremento en la presidn intracraneal. Es impor-
tante referir los términos hipoperfusién e hiperperfusién de manera relativa, es decir, de

acuerdo a la demanda metabdlica cerebral.

Los factores celulares incluyen la presencia de inflamacién, apoptosis, tumefaccién ce-
lular y excitotoxicidad. De manera general, las diferentes vias patogénicas producen edema
cerebral, lo que contribuye a la elevacidn de la presidn intracraneal y la formacién de un dafo

cerebral secundario.

La inflamacién estd producida por dos tipos de células: los leucocitos reclutados desde
la circulacion general y la microglia residente, incluidos los astrocitos. Si un TCE ha sido lo sufi-
cientemente agresivo como para romper la barrera hematoencefalica, se producird una esti-
mulaciéon endotelial que a su vez, mediante sefiales bioquimicas, permitira la infiltracion de los
tejidos dafiados por células blancas de la circulacién general, la activacion de la microglia resi-
dente no dafiada por el dafio primario y la interaccién entre ambos grupos celulares (generales

y residentes). Estas interacciones celulares generan diversas sustancias reactivas (6xido nitrico,

10
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productos reactivos de oxigeno y citoquinas), que estimulan la inflamacién tisular (ver ilustra-

cion 2). Las principales moléculas de sefializacidn parecen ser la interleucina 1 (IL-1) y el factor

de necrosis tumoral (TNF). Otras moléculas como la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8),

y el grupo de la proteina Fas y su ligando (Fas-L), también se han relacionado con la aparicion

de la respuesta inflamatoria®’. Los astrocitos, estimulados por el TNF alfa (TNF-a) y por la IL1B,

desencadena una respuesta autocrina en la que se produce hipertrofia, hiperplasia y produc-

cién de sustancias como la proteina gliafibrilar 4cida (GFAP)*. Este mecanismo, tras un TCE

e Interleucina 1 (IL1)
- Incrementa el dafio neuronal
- El antagonista del receptor IL1 revierte su neurotoxicidad
e Interleucina 6 (IL6)
- La sobreproduccién astrocitaria es beneficiosa
- Su deficiencia es perjudicial
- La sobreexpresién neuronal no altera el prondstico neuro-
légico
e Interleucina 10 (IL10)
- Efectos neuroprotectores de manera general
- En niflos, se asocia con peor prondstico
o Factor estimulante de colonias Granulocitico (G-CSF)
- Antiapoptotico
- Promueve neurogénesis
e Factor de necrosis tumoral o (TNF-at)
Induce inflamacion cerebral, aumenta la ruptura de la ba-
rrera hematoencefélica (BHE), y el reclutamiento leucocita-

rio

Su inhibicién farmacolégica disminuye la disfuncion de la
BHE y el edema
En un ensayo clinico con humanos con un inhibidor, no se

encontraron diferencias clinicas

Los ratones knockout para TNF o su receptor, muestran un
dafio de la BHE o del tejido cerebral aumentado, asi como
una recuperacién neuroldgica disminuida
e Ligando Fas (Fas-L)
- Implicado de manera general en la apoptosis
e Interleucina 8 (IL8)
- Promueve la infiltracién de neutrdéficos
- Incrementa la disfuncién de la BHE
- Estimula los factores neurotréficos en astrocitos cultivados
® Proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1 (CCL2)
- Promueve la infiltracién macrofégica

llustracion 2.- Principales citocinas implicadas en el dafio
cerebral traumatico secundario. Entre paréntesis, su abre-
viatura mas cominmente aceptada, en inglés. Modificado
de la referencia 37.

moderado y focal, permite la contencién
del dafio y la reestructuraciéon cerebral
(en forma de arborizacién dendritica y
remodelacién neuronal)®. Sin embargo,
la microglia también puede tener un
factor regenerativo dado que puede pro-
ducir neurotrofinas de la familia del fac-
tor de crecimiento neuronal (NGF)*. A su
vez, tras un TCE grave los astrocitos pue-
den favorecer la aparicién de una cicatriz
dificulte la regeneracion

glial que

tisular®®#

. De esta manera, la respuesta
neuroinflamatoria posee una categoria
dual, teniendo efectos neuroprotectores
0 neurotoéxicos, segun la intensidad de

dicha respuesta®’*.

La apoptosis es un mecanismo
que se observa tras cualquier TCE, inclui-
dos los leves. En un modelo con ratas,

aparece sobre todo en la sustancia gris y

blanca perilesional, iniciandose durante las
primeras 12 horas y hasta dos dias des-

pués. Disminuye de manera proporcional

desde la zona del impacto. Tardiamente, a partir de las 72 horas del TCE, también se detecta

en el tdlamo ipsilateral y puede estar activa durante la primera semana tras la noxa®. Similares

hallazgos se han confirmado también en humanos

44,45
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La explicacion de por qué la lesién se propaga a zonas distales parece estar en la
transmision del estimulo apoptético por la microglia, fundamentalmente por los astrocitos*®.
Estos, a través de los canales de union de hendidura (CUH), forman redes neuronales que se
comportan como un sincitio funcional*’. Los CUH estan formados por dos hemicanales, y se
encuentran en las uniones astrocitarias y libres en el espacio extracelular. Tras un estimulo
determinado, los astrocitos pueden transmitir seifales especificas a través de ellas, usando el
ion calcio (Ca**) como mensajero, fenémeno que se llama gliotransmisiéon*. Existen dos vias de
propagacion de las ondas de Ca®*: una intracelular, propagada a través de moléculas de Inosi-
tol trifosfato (IP;) que permite la liberacién de Ca”* desde reservorios intracelulares (reticulo
endoplasmatico y mitocondrias); y otra extracelular, mediada por ATP?, que se elimina a través
de hemicanales libres al espacio extracelular®. El incremento de potasio (K*) extracelular se ha
propuesto como una de las sefiales de apertura de los hemicanales™ y, de esta manera, de los

*31 Este

CUH. Se ha objetivado que tras un TCE, se produce un incremento en los niveles de K
. . 2 .

K" extracelular, ya sea mediante apertura directa de canales de Ca“’, o mediante la apertura

. . 2+ - . , .

de hemicanales libres, genera una sobrecarga de Ca“’ intracelular, que activaria la apoptosis

, 2
via caspasass .

Tras un TCE, se ha observado un incremento de los niveles de glutamato extracelula-
res>>, como consecuencia de la despolarizacién neuronal tras el trauma y un fallo energético
debido a la hipoperfusién cerebral generalizada y el consumo de ATP. El exceso de glutamato
activa canales de Ca*" y sodio (Na*), lo que finalmente induce la lesién celular y la activacion de

>34 E| papel de los astrocitos inicialmen-

la via de las caspasas, induciendo la apoptosis celular
te consiste en “tamponar” este incremento mediante su captura a través de canales especifi-
cos y su conversion en glutamina®*. Ademas, los astrocitos vecinos aumentan la respuesta
amortiguadora mediante la transferencia de glutamato por medio de CUH. No obstante, si el
incremento de glutamato supera este sistema de defensa, el astrocito bloquea la formacién de
canales de glutamato® y el incremento previo en Na* origina un desplazamiento del glutamato
almacenado hacia el espacio extracelular, perpetuando la respuesta excitotéxica. Sin embargo
el fracaso reiterado con diferentes antagonistas de canales de N-metil-D-aspartato (NMDA) en
el tratamiento del TCE severo®®® ha hecho replantearse el papel del Glutamato en el DCT se-
cundario®. Parece que el glutamato puede tener un efecto dual, y que mientras que en las
primeras horas tras un TCE su incremento en el espacio extracelular es responsable de la toxi-

cidad neuronal, su elevacion mantenida a niveles mas bajos que los iniciales durante dias y

semanas promueve la supervivencia, migracién y diferenciacion celular®.

12



Introduccion

Actualmente se aceptan dos tipos de edema cerebral seglin su origen: por extravasa-
cién y aumento del espacio extracelular (vasogénico) y por tumefaccion celular (citotéxico)®?.
El edema citotoéxico es el principal tras un TCE®, y aunque afecta tanto a las neuronas como a
los astrocitos, debido a que estos son mas numerosos, el edema cerebral estd causado princi-
palmente por estos ultimos®. No se sabe exactamente cuéles son los mecanismos responsa-
bles de la tumefaccidon. Se plantea que tanto el dafio directo como la hipoperfusién cerebral
producen consumo de ATP, falla energética y alteracién de los gradientes idnicos transmem-
brana. Como consecuencia, se produce apertura de canales de Ca®* y Na*, que no es compen-
sado por las bombas de Na“/K" debido al déficit energético, lo que arrastra agua al interior de
la célula®. Las acuaporinas y, en concreto, la acuaporina 4 (Acp-4), parece el principal respon-

sable del transporte de agua en los astrocitos®®®®,

Un resumen del dafio cerebral traumatico primario y secundario se puede observar en

las ilustraciones 3 y 4.

Dafio cerebral traumatico

/ Mecanismos dafio secundarios

Destruccion tisular Déficit de
mecanica transporte axonal
Liberacion de Dafio
Aa excitatorios de la BHE
Muerte neuronal Apertura de canales idnicos. Inactivacion

antioxidantes.
Vo ‘

Edema cerebral

\L J» Metabolismo

HTIC \ cerebral

Alteracion regulacion vascular cerebral

\%

Disminucion flujo sanguineo cerebral

V%
Hipoxia /Isquemia
\/

Lesion cerebral

Generacion radicales libres

llustracion 3.- Esquema de la fisiopatologia del dafo cerebral secundario. BHE: Barrera hemato-encefalica; HTIC:
Hipertension intracraneal, Aa: aminoacidos™®.

13
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Proteccidon/reparacién

Fallo energético l022
Tumefaccién celular - 12
. T Glutamato
A Excitabilidad 1 Radicales libres
w1
Inflamacién | TNF
Apoptosis ILe
Fas /FasL
Caspasas
Dafio cerebral
secundario
Dafio cerebral
primario
Minuto Horas Dias Semanas
L L Gy — a— "
LT ’,’ L Reparacion
Sy / enddgena
~ s
IL-8 Cicatriz
. IL-10 -
Astrocito (CUH) Vasculogénesis
Adenosina NGF Neurogénesis
Glutamato
v Antiexcitabilidad - —
Antiinflamacion
Antiapoptosis

llustracion 4.- Esquema temporal de la fisiopatologia del dafo cerebral traumatico. Tras el daiio cerebral primario
(inmediato y estatico a lo largo del tiempo), la liberacion de diferentes mediadores y la deplecion energética
ponen en marcha mecanismos que generan en ultima instancia inflamacion y apoptosis en la zona lesionada,
generando de esta manera el dafio cerebral secundario. Al mismo tiempo y de manera secuencial se desencadena
la producciéon de mecanismos contrarreguladores de la reparacion endégena que son los encargados de contra-
rrestar los mecanismos lesivos y generar una respuesta regenerativa. O,: oxigeno, Ca*": Calcio, CUH: Canal de
union de hendidura, Fas: proteina Fas, FasL: Ligando de la proteina Fas,IL1: Interleucina IL6: Interleucina 6, IL-8:
Interleucicna 8, IL-10: Interleucina 10, NGF: Factor de crecimiento neuronal, TNF: Factor de necrosis tumoral.

1.3.- Tratamiento del TCE en pediatria

El Unico tratamiento actual frente al DCT primario es la prevencién. La mayoria de los
tratamientos establecidos intentan evitar o disminuir las lesiones producidas por el DCT se-
cundario. Existen guias de manejo clinico, pero probablemente las mas usadas sean las realiza-
das por la Brain Trauma Foundation, que a su vez esta formada por un panel de expertos que
revisan y actualizan las recomendaciones para el manejo del TCE en pediatria de acuerdo a la
mejor evidencia cientifica disponible. En ella estan presentes diferentes sociedades cientificas
tanto europeas como americanas, incluyendo la Academia Americana de Pediatria (AAP), la

Sociedad Pediatrica de Cuidados Intensivos (Reino Unido; PICS), la Sociedad Europea de Cuida-
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dos Intensivos Pediatricos y Neonatal (SPNIC) y la Federacion Mundial de Sociedades de Cuida-

dos Intensivos Pediatricos (WFPICCS). Estas guias se actualizan periddicamente, siendo la se-

gunda y ultima edicién editada en el afio 2012 (disponible en internet, en la pagina

http://www.braintrauma.org/pdf/guidelines pediatric2.pdf). A cada recomendacién se le

asigna un nivel de evidencia: Clase |, datos obtenidos de ensayos clinicos aleatorizados; Clase

I, estudios controlados, observacionales, cohortes y retrospectivos, asi como ensayos clinicos

aleatorizados que no cumplen con un buen disefio y una descripcion clara de sus resultados y

métodos; finalmente, la Clase Il estd formada de datos observacionales recogidos retrospecti-

vamente, provenientes de casos clinicos, series de datos y registros epidemioldgicos.

Las medidas generales de tratamiento en el TCE grave (escala de coma de Glasgow < 8)

gue se recomiendan son (ver ilustracién 5):

a)

b)

. o
Cabeza en posicién neutra y a 30, lo Medidas generales de tratamiento

que evita la compresién de las venas
Cabeza en posicion neutra

Normotension

Analgesia y sedacion
Normoventilacién y normooxigenacién
Anticonvulsionantes

Control del medio interno
Normotermia

yugulares y mejora el drenaje venoso
cerebral, evitando un incremento en la

presion intracraneal (PIC).

Mantener la TA en rango normal, para |justracién 5.- Medidas generales del tratamien-

. ~ . . . to tras un trauma craneal grave.
evitar el dafio secundario por isquemia e

hipoxemia. El tratamiento se realizard asegurando un volumen extravascular ade-
cuado, junto con cifras normales de hemoglobina. Los fluidos isotdnicos se prefie-
ren a los sueros glucohiposalinos, dado que estos ultimos pueden favorecer el paso
de fluidos a través de la barrera hematoencefalica dafiada desde el espacio intra-
vascular al intersticio neuronal y al interior de la célula. De esta manera, se genera
un edema cerebral generalizado que incrementa la PIC. Si a pesar de una volemia
Optima persiste la hipotensidon, estaria indicado el uso de inotropos, siendo de
elecciéon la noradrenalina porque incrementa en mayor medida la presion arterial

diastdlica, sin incrementar el consumo cerebral de oxigeno.

Analgesia y sedacién. El dolor y el estrés asociado al TCE, ademads de diferentes
maniobras terapéuticas que se realizan en las unidades de cuidados intensivos pe-
diatricos (UCIP; por ejemplo, succiéon a través de un tubo endotraqueal) incremen-

tan las demandas metabdlicas cerebrales, aumentando el flujo sanguineo cerebral
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d)

e)

f)

y elevando la PIC"*"*

. Sin embargo, un exceso en dichos farmacos pueden tener
como efecto secundario hipotension arterial sistémica, vasodilatacion cerebral re-
fleja e incremento de la PIC. Se recomiendan farmacos analgésicos en perfusion
continua, como el fentanilo, remifentanilo o cloruro mérfico. Como farmacos se-
dantes se prefiere una benzodiacepina de accién corta en perfusién continua, co-
mo el midazolam. No se recomienda el uso de la ketamina, debido a la creencia de
gue puede incrementar la PIC por efecto sobre la vasodilatacidn cerebral, aunque
un estudio limitado ha puesto en duda esta afirmacién’’. El propofol estd contra-

indicado por ficha técnica en menores de dos afios; si se usa, se deben monitorizar

estrechamente los niveles de lactato y la aparicién de acidosis metabdlica’".

Normo ventilar y normo oxigenar. Se recomienda mantener niveles de paO2 > 100
mm Hg. No se conocen los niveles a partir de los cuales un exceso de oxigenacion
son tdxicos en el paciente con un TCE grave, pero dado que tras un TCE se ha obje-
tivado incremento en los productos reactivos de oxigeno, parece de sentido co-
mun mantener la cifra minima necesaria. Los niveles de pCO2 objetivo estan entre
35-40 mmHg. Hay que evitar tanto la hiperventilacion (pCO2 < 32 mmHg), que
condiciona vasoconstriccion cerebral, descenso del flujo sanguineo cerebral y ries-
go de isquemia secundaria, como la hipoventilacién (pCO2 > 45 mmHg), ya que

conduce a vasodilatacion cerebral e incremento de la PIC.

Anticonvulsivos. Las crisis comiciales deben tratarse de inmediato ya que aumen-
tan el requerimiento metabdlico de oxigeno, aumenta la PIC, favorecen la hipoxia
cerebral y la liberacidon de neurotransmisores que amplian el DCT secundario. No
obstante, se ha observado que el tratamiento profilactico anticonvulsivo no tiene
efecto preventivo en las convulsiones tardias (de aparicién mas alld de los prime-
ros 7 dias tras el TCE). No obstante, si que parecen disminuir la incidencia de con-
vulsiones precoces (< 7 dias tras el traumatismo)’>. El tratamiento mas usado es la
fenitoina, monitorizando sus niveles plasmaticos. Otra opcidn eficaz seria el uso de
acido valproico, aunque existen dudas acerca de su seguridad’®. Fuerza de reco-

mendacidn: débil (calidad de evidencia Ill) .

Evitar alteraciones metabdlicas. Hay que asegurar los aportes adecuados de glu-
cemia en el paciente critico, como sustrato energético principal del tejido cerebral,
pero no esta claro qué es un “aporte adecuado” en este grupo de pacientes’®.

Aunque se ha objetivado una mayor tasa de complicaciones y mortalidad en los
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pacientes criticos con hiperglucemia**®”’

, un control estricto puede conllevar a
mayor incidencia de hipoglucemia y DCT secundario. Evitar la hiponatremia dado

que favorece la aparicién de edema cerebral.

g) Normotermia. La fiebre produce un aumento de las demandas metabdlicas, pro-
duce cambios inflamatorios, oxidacién de los lipidos y una mayor toxicidad neuro-
nal. La aparicion de fiebre tras un TCE se asocia con una mayor mortalidad e inci-

dencia de lesién neuroldgica’®.

1.3.1- Monitorizacion de PIC

Como se ha mencionado previamente, muchas de las diferentes vias patogénicas del
dafio cerebral secundario originan, en ultima instancia, edema cerebral y elevacién de la PIC
gue limitan la supervivencia de las células cerebrales. La elevacién de la PIC puede producir
DCT secundario por dos vias diferentes: por una parte compresién directa del parénquima
cerebral cuya ultima expresién serian los sindromes de herniacidn cerebral; y por otra parte el
incremento en la presién intracraneal origina un descenso en la presidon de perfusién cerebral
(PPC) que determina lesién por isquemia y una disminucién del aclaramiento de los metaboli-

tos toxicos que se acumulan tras la lesién primaria.

El diagnéstico clinico de hipertension intracraneal puede ser dificil sobre todo en aque-
llos pacientes que han sufrido un traumatismo grave o aquellos en los que estan intubados y
bajo los efectos de farmacos sedantes. La triada clinica de hipertensidn arterial, bradicardia y
anisocoria cuando ocurre suele ser de forma tardia, y puede no aparecer completa hasta que
la herniacion cerebral y la muerte cerebral es inminente, o con valores de PIC muy elevados.
Los lactantes con fontanelas abiertas, presentan también riesgo de desarrollar una HTIC, no
habiéndose estudiado la sensibilidad de la fontanela a tensién como hallazgo aislado que per-

mita el diagndstico”’®.

Las guias clinicas de manejo de trauma craneal pediatrico recomiendan la monitoriza-
cion de la PIC en aquellos pacientes que han sufrido un trauma grave (escala de coma de Glas-
gow 3-8) basandose en las siguientes afirmaciones: una incidencia de HTIC elevada en los pa-
cientes con trauma grave, una asociacion entre HTIC y un prondstico neurolégico pobre, la
concordancia entre protocolos de tratamiento basados en cifras de HTIC y la mejoria de los
resultados clinicos, y una mejora en el prondstico de los pacientes asociados a aquellos pacien-

tes que responden a las terapias de descenso de la HTIC®.
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1.3.2.- Tratamiento de la HTIC

a) Indicacion del tratamiento de HTIC

Clasicamente el tratamiento de la HTIC se basaba en la cifra absoluta de la PIC. Eleva-
ciones esporadicas por encima de 20 mmHg son normales en el paciente sano, pero incremen-
tos mantenidos en el tiempo pueden ser perjudiciales y agravar el dafio cerebral secundario®.
Probablemente los limites normales estén relacionados con la edad, y sean menores en lactan-
tes y se vayan incrementando a medida que se acerca a la edad adulta, pero faltan estudios

que corroboren esta afirmacion®.

La PPC parece que es un pardmetro también indicado para el manejo de la HTIC. Se de-
fine como la diferencia entre la presién arterial media (PAM) y la PIC [PPC=PAM-PIC]. Es un
indicador de la perfusidon sanguinea cerebral, y un descenso de la misma, ya sea por un des-
censo por hipotensidn sistémica como por una elevacién de la PIC, conlleva un riesgo en un
cerebro que ha perdido la autorregulacién cerebral, de desacoplamiento entre las demandas
regionales de oxigeno y su metabolismo. Para una correcta medicién, la PAM debe ser medida
mediante procedimientos invasivos, y calibrada a la altura de la auricula derecha, mientras que
la PIC debe ser a nivel del trago (equivale al agujero de Monro). No existen estudios bien dise-
flados que indiquen las cifras dptimas de PPC segun el rango de edad que permitan demostrar
un descenso de la morbilidad y mortalidad. De manera general, las guias de tratamiento reco-
miendan tratar al paciente para mantener una PPC minima de 40 mmHg, considerando que
quizds sea apropiado en nifios mayores cifras entre 40-50 mmHg (nivel de evidencia Ill, estu-

dios de baja calidad)®.

Tratamiento de HTIC

o Medidas de primer nivel
o Evacuacién de lesiones
o Relajacién muscular
o Hiperventilacion moderada
o Terapia osmolar

b) Medidas de primer nivel

Son aquellas que se ha demostrado un efecto bene-

ficioso bien sobre la mortalidad o sobre las secuelas neuro- * Medidas de segundo nivel
o Cranectomia descompresiva
légicas (ilustracion 6). La indicacién de utilizar una u otra o Hiperventilacion intensa

o Coma barbiturico

vendrd dada por las caracteristicas del paciente y las lesio-

) llustracién 6.- Opciones de tratamien-
nes subyacentes. Estas medidas son: to de hipertensién intracraneal (HTIC)

segun la calidad cientifica.

a. Evacuacion de lesiones cerebrales, si no se ha realizado antes. Se recomienda la in-
tervencidn quirdrgica en la fractura dsea craneal con hundimiento, los hematomas

epidurales y subdurales que produzcan efecto masa. En ocasiones, es necesario rea-
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lizar una prueba de imagen en estos pacientes previo a la decisidn de intervenir, lo

gue conlleva un traslado a la sala de neuroimagen con el riesgo que supone.

Relajacion muscular, que disminuye la PIC por dos mecanismos fundamentales:
disminuye la asincronia con el respirador, disminuyendo la presidn de la via derea e
intratordcica facilitando el retorno venoso cerebral; y disminuye las demandas me-
tabdlicas al eliminar la contraccidon del musculo esquelético. Sin embargo, su utiliza-
cion conlleva diferentes riesgos (extubacidn acccidental, imposibilidad de valorar
clinicamente convulsiones motoras, aumento en la incidencia de neumonia noso-
comial, hipotensién y miopatia) que puede prolongar la estancia en UCIP y afiadir

un factor de morbimortalidad’.

Evacuacion de Liquido cefalorraquideo (LCR), mediante un catéter intraventricular
insertado previamente para el control de la PIC o de forma urgente en una inter-
vencion realizada para este fin. La evacuacidn de una pequefia cantidad de LCR a
través del mismo (aproximadamente 2-20 mL) disminuye la PIC de manera transito-
ria. Dicho catéter puede ser insertado en la UCIP o en quirdfano, y tiene como efec-
to secundario la posibilidad de generar una hemorragia o su infeccidn. En pacientes
con HTIC refractaria a este método, y que no tienen en la prueba de imagen evi-
dencia de una lesidn focal, se recomienda la utilizaciéon de un drenaje espinal eva-

cuador para el control de la PIC*.

Terapia osmolar con suero salino hiperténico (3%) en forma de bolos intermitentes
(6,5-10 mL/kg, evidencia clase Il) o en perfusidn continua (0,1-1 mL/kg/h, evidencia
clase Ill) ha demostrado ser mas efectivo que el suero salino isotdnico (0,9%) para
el tratamiento de la HTIC. Se debe utilizar la dosis minima efectiva, y vigilar estre-
chamente la natremia y la osmolaridad sérica evitando incrementos de esta ultima
por encima de 360 mOsm/L. El uso del manitol no se encuentra avalado por eviden-
cia cientifica, y ademas posee el efecto deletéreo de inducir poliuria tiempo des-
pués de su infusién (1-2 horas), que puede ocasionar a su vez hipotension y dismi-

nucién de la PPC, por lo que no se recomienda actualmente®.

Hiperventilacion moderada, manteniendo las cifras de PaCO2 30-35 mmHg. Dismi-
nuye la PIC al producir vasocontriccion cerebral y disminucién del flujo sanguineo

cerebral®

. El efecto es transitorio por lo que se debe utilizar solo de forma puntual
frente a ascensos de la PIC que no responden a otros tratamientos. Se recomienda

gue, cuando se utiliza de manera continua, monitorizar la Saturacion de oxigeno en
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el bulbo de la yugular (5jO,), manteniendo valores entre 55-75%. Valores de SjO2
inferiores a 55% son compatibles con isquemia cerebral, contraindicando la hiper-
ventilacion. Valores de SjO, superiores a 75% indican hiperemia cerebral (excepto
cuando la exploracion clinica sea compatible con muerte encefalica), beneficiando-
se de la hiperventilaciéon. Se debe evitar la hiperventilacién profunda (PaCO2 < 30
mmHg) en las primeras 48 horas tras un TCE grave, ya que reduce el flujo sanguineo

cerebral y genera pobres resultados neuroldgicos a largo plazo®®.

c) Medidas de segundo nivel

Cuando las medidas de primer nivel no consiguen alcanzar una cifra normal de PIC, es-
taria indicado la utilizacién de medidas de segundo nivel. Estas, de manera general, se apoyan
en una menor evidencia cientifica y aunque han demostrado que disminuyen las cifras de PIC
no han conseguido demostrar evidencia de un descenso en la mortalidad o en las secuelas

neuroldgicas a largo plazo.

=  Coma barbitdrico, indicado en pacientes con HTIC que no responde a medidas ge-
nerales y de primer nivel, y estan estables hemodindmicamente. Los barbituricos
tienen un efecto neuroprotector por un descenso de los radicales libres, estabiliza
la membrana neuronal y disminuye los requerimientos metabdlicos cerebrales.
También disminuye la PIC al modificar el tono cerebrovascular (produce vasocons-
triccion de arterias cerebrales). Sin embargo, produce serios efectos adversos: de-
presidon miocardica, hipotensién y alteraciones en la inmunidad. Su uso debe reali-
zarse bajo monitorizacién estrecha e invasiva de la presién arterial, y es frecuente
la necesidad conjunta de farmacos inotrépicos. La utilizacion profilactica no esta in-

dicada®’.

= Cranectomia descompresiva. La evidencia parece asociar la realizacién de craneo-
plastias extensas junto con duroplastia y eliminacién del hueso con un mejor pro-
néstico neuroldgico y una menor mortalidad en aquellos pacientes con HTIC intra-

table o signos de herniacién cerebral®**°.
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d) Medidas actualmente no recomendadas

Corticoides. Usados habitualmente en el manejo del edema citotdxico asociado a ciru-
gia de tumores del sistema nervioso central, su base tedrica de utilizacidn estd en la estabiliza-
cion de la barrera hematoencefélica (BHE) y en la disminucidn en la produccién de LCR. Sin
embargo, los estudios fase dos indican que el tratamiento de la HTIC no se asocia con un des-
censo de la mortalidad, un resultado neurolégico adverso o un mayor control de la PIC. Por el
contrario, aumenta el riesgo de infeccion bacteriana (principalmente, neumonia) asi como

produce una supresién del cortisol enddgeno, que podria ser perjudicial®®".

Hipotermia. A pesar de las esperanzas puestas en esta terapia, la evidencia cientifica
no parece apoyar su uso. Los mecanismos bdsicos a través de los cuales la hipotermia protege
al cerebro incluirian los siguientes: reduccion en el metabolismo cerebral, efectos sobre el flujo
sanguineo cerebral, reduccién de las necesidades de oxigeno, antagonista del calcio, bloqueo
de mecanismos excitotdxicos, conservacion de la sintesis proteica, modulacion de la respuesta
inflamatoria, descenso en el edema cerebral, protecciéon de la materia blanca y modulacién de

la apoptosis™.

En las dltimas guias de la Brain Trauma Foundation se recomendaba el uso de la hipo-

termia moderada (T2 central 32-342C) como tratamiento precoz de la HTIC que no responde a
. 78 - . , ;. ,
otras medidas’. Sin embargo, en esas mismas guias clinicas ya se advertian de que el resulta-
do del estudio “Cool Kids” podia modificar e invalidar estas conclusiones. En dicho estudio, los
investigadores asignaron aleatoriamente pacientes pediatricos con un TCE severo a un grupo
con hipotermia moderada o con normotermia, valorando variables como la mortalidad, escala
prondstica de Glasgow a los 3 meses y la incidencia de efectos adversos serios. El estudio se
interrumpid cuando se habian reclutado menos de un cuarto de los pacientes debido a que no
. . . . . 93 Sy s

se encontraron ninguna diferencia en las variables medidas™. Un meta andlisis que recoge los
cinco ensayos clinicos de hipotermia tras TCE publicados hasta la fecha no encontré que la
diferencia entre la odds ratio de muerte en el grupo de hipotermia fuera mayor comparado
con el grupo de normotermia, y los autores se declaran preocupados por la tendencia al in-
cremento de riesgo en los pacientes con hipotermia, a pesar de no ser significativa. Por este

motivo recomiendan el cese de los estudios en los pacientes con TCE e hipotermia®.
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1.4.- Nuevos tratamientos farmacoloégicos en el TCE

En los ultimos afios, paralelamente al mayor conocimiento en la fisiopatologia del DCT
primario y secundario, se han desarrollado nuevos tratamientos que intentan bloquear o esti-
mular diferentes dianas terapéuticas. La mayoria se encuentran en fase experimental, y muy

e . .. 95 .

pocos se han comenzado a utilizar en estudios preliminares en humanos™. Sin embargo, de los
que se han iniciado estos estudios, la mayoria han fracasado. Existen farmacos que actian
exclusiva o principalmente sobre solo un mecanismo de DCS, mientras que otros bloquean los

efectos deletéreos a multiples niveles. Las tablas 1y 2 resumen la mayoria de estos estudios.

1.4.1.- FArmacos que actian sobre un mecanismo patogénico

Como se ha comentado previamente, la inflamacién viene mediada por la liberacién de
diferentes citocinas, de entre las cuales destaca la IL1B*. Esta regula la activacién de sefiales
intracelulares en los astrocitos que pone en marcha la astrocitosis reactiva. En un modelo con
ratones la administraciéon de un anticuerpo neutralizante de la IL1p en el espacio intratecal,
desde los primeros 5 minutos tras el traumatismo y diariamente hasta un total de 14 dias dis-
minuyd la activacion de la microglia, el infiltrado granulocitario, la pérdida de tejido cerebral y

los déficits neuroldgicos tras un TCE®.

Un andlogo del tripéptido protector Glypromate®, el NNZ-2566, tiene efectos neuro-
protectores dada la capacidad de modular la expresién de multiples mediadores inflamatorios,
como la IL-1B, TNF-a y el interferén gamma (IFN-y)*’. Actualmente existen dos estudios Fase II
qgue buscan conocer el efecto de este farmaco en pacientes con TCE (estudio INTREPID2566;

NCT01366820, NCT0O0805818), sin que se hayan comunicado aun resultados provisionales.

También la apoptosis es una diana terapéutica. Una ruta final de activacién de la muer-
te celular programada la conforma la via de las caspasas®. La administracién de un inhibidor
de la caspasa 3 ha demostrado el descenso en la intensidad de la apoptosis y del volumen del
tejido cerebral dafiado tres semanas tras el TCE, pero sin encontrar diferencias en la evoluciéon

, . 98 . . . .. P
neuroldgica™. La ciclosporina es un inmunosupresor que también reduce la pérdida de volu-
men cerebral tras un TCE, actuando mediante el bloqueo de poros de permeabilidad sensibles

2+ 99,100

aCa . Existe un analogo no inmusupresor de la ciclosporina, NIM811, equivalente a ésta

en disminuir la fragmentacion del citoesqueleto y que ha demostrado mejorar la respuesta

101

motora en un modelo con ratones de TCE™". Una dosis de 10 mg/kg de este farmaco en ratas

se asocia con una mejoria en el funcionamiento de la mitocondria, un descenso en el estrés
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oxidativo y una mejoria cognitiva'®. Este farmaco tendria la ventaja de modular la apoptosis

celular sin producir la inmunosupresion sistémica de la ciclosporina.

Los CUH tienen un papel crucial en la transmisién del estimulo apoptético. Su bloqueo
ha sido estudiado mediante el uso de carbexenolona y octanol, ambos antagonistas de estos
canales. Se ha demostrado in vitro, en cultivos tisulares neuronales monocapa, que la adminis-
tracion de estos productos disminuye el adrea de dafio celular traumdtico a solo el punto de
impacto, sin que se produzca propagacién a distancia. Igualmente, la inhibicidn de la expresidn

del principal componente de la CUH disminuyd la propagacién de la muerte cerebral™®.

Dado que el principal responsable de la tumefacciéon celular de los astrocitos, y por
tanto del edema cerebral, estd mediado por la Acp-4, su inhibicion es un interesante objetivo
de investigacién. Experimentalmente, se sabe que la administracién de Zn®* bloquea este

. 1
transportador de manera reversible'%.

La bradicinina, un mediador inflamatorio del sistema kinina-kalicreina, aumenta la
permeabilidad de la BHE tras un TCE, produciendo edema cerebral vasogénico'®. Bradikor
(deltibant), un antagonista de los receptores de Bradicinina, no demostré eficacia en un estu-

106

dio multicéntrico de fase Il comparado con placebo™". Anatibant, un antagonista del receptor

B2 de la Bradicinina, reducia el edema cerebral en animales de experimentacidn y fue seguro

en estudios fase I'®

. Se ha realizado un estudio en Fase Il (BRAIN TRIAL) en el que los objetivos
fueron la descripcion de efectos adversos secundarios y encontrar la dosis eficaz para plantear
un estudio en Fase lll. Los resultados no hallaron efectos adversos serios en el grupo de trata-

195 E| estudio no reclutd al total de

miento, aunque tampoco encontraron ningun beneficio
pacientes que se planificaron, debido a que se suspendié por a un litigio entre la empresa que
patrocinaba el estudio y los investigadores, y existen dudas sobre la veracidad de los datos que

presenta n1°7.

El glutamato es uno de los principales mediadores de la toxicidad neuronal inmediata.
Sin embargo, los estudios en pacientes que usaron antagonistas de los receptores NMDA han
fracasado en demostrar un efecto beneficioso claro, replantedndonos su papel en el DCT se-

cunda r_i061,6‘3,108,109

. Un ensayo clinico con un antagonista de canales NMDA (Selfotel) fue sus-
pendido debido a la preocupaciéon por el aumento de efectos adversos y de mortalidad res-
pecto al grupo control tras su administracién en pacientes adultos con un TCE grave57. Otros
antagonistas del receptor NMDA han fallado a la hora de demostrar resultados en ensayos
clinicos en humanos como fueron el Licostinel®®, Aptiganel®® y Givestinel®®. El desanabinol, un

antagonista NMDA cannabinoide, afiade al efecto antagonista del glutamato la proteccion
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frente al edema cerebral citotéxico. Se realizd un estudio fase Ill, multicéntrico, que incluyd a
861 pacientes con un TCE grave. Se les administré una dosis Unica del fadrmaco dentro de las
primeras 6 horas tras el TCE y se comparé frente al placebo. El ensayo clinico demostré que el
farmaco era seguro, pero no era eficaz en el tratamiento del TCE grave (su variable principal

fue una mejoria en la escala prondstica de Glasgow a los seis meses)®.

El magnesio (Mg”*) intravenoso tiene un efecto protector potencial porque bloquea
los canales NMDA, los canales de Ca** y estabiliza las membranas neuronales. Sin embargo, en
un ensayo clinico doble ciego en adultos, el tratamiento mediante infusidon continua con sulfa-
to de magnesio iniciado en las primeras ocho horas tras el TCE y durante un total de cinco dias
tampoco tuvo efectos neuroprotectores, e incluso incrementd la mortalidad compardndolo

con el placebo *°.

Otro mecanismo de toxicidad neuronal son la formacion de radicales libres (especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno), que pueden causar dafio a lipidos, proteinas y acidos nuclei-
cos y desencadenar muerte celular. Se han probado diferentes agentes antioxidantes como el
polietilen glicol conjugado SOD (PEG-SOD o pegorgotein), aunque en un estudio clinico en fase
Il frente a placebo, no ha demostrado diferencia estadistica en el prondstico neuroldgico o en
la mortalidad a los tres o seis meses'™. Otra molécula, la superéxido dismutasa lecitinizada
(PC-SOF), previene la pérdida neuronal en neuronas del hipocampo (region CA3) alos 3y 7

112

dias tras un TCE en un modelo de ratas . Sin embargo, aun no se ha realizado un estudio en

humanos para confirmar su efecto.

Otra molécula importante en la sefializacién del DCT secundario es el Ca**. El nimodi-
pino es un bloqueante de canales de Ca** que se ha usado en un intento de revertir el vasoes-
pasmo secundario al TCE, manteniendo el flujo sanguineo cerebral y de esta manera evitar el
DCS. En pacientes con hemorragia subaracnoidea secundaria a la ruptura espontanea de un
aneurisma, disminuye la posibilidad de un mal resultado neuroldgico a largo plazo tras su ad-
ministracion oral. Sin embargo, un metaandlisis de estudios publicados que incluian mas de mil
pacientes con hemorragia subaracnoidea tras un TCE no demostré una mejoria ni en la morta-
lidad (Nimodipino 39%, Placebo 40%, no significativo) ni en cuanto a mejor prondstico neuro-

l6gico (Nimodipino 26%, Placebo 27%, no significativo)™.
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1.4.2.- FArmacos que actian a varios niveles

La edaravona ha demostrado efectos neuroprotectores en modelos de experimenta-
cion animal reduciendo el estrés oxidativo, la muerte celular programada, la activacidn glial y
astrocitaria, la produccidon de citocinas inflamatorias, el edema cerebral, la permeabilidad de la

114

BHE vy los déficits neuroldgicos tras un TCE™™". Este efecto es mayor cuando se administra en las

primeras tres horas tras la agresion'®. No se ha probado en humanos.

Actualmente esta en estudio un agonista de los receptores cannabinoides 1y 2, deno-
minada BAY/KN 38-7271, y que en modelos experimentales en ratas de TCE produce una dis-
minucién del drea dafiada cuando se aplica en las primeras horas™*°. Un estudio aleatorizado,
doble ciego, comparado con placebo, Fase lla, no hallé efectos adversos serios y la superviven-
cia fue mayor en los grupos de tratamiento comparado con placebo al mes de seguimiento,

. . . . . 11
aunque dichas diferencias desaparecieron a los seis meses'"’.

La progesterona, administrada a dosis relativamente elevadas durante las primeras ho-
ras, en estudios preclinicos limita el dafio cerebral, reduce la pérdida de tejido neuronal y me-
jora la recuperacién funcional™®. Los mecanismos por los que parece que acttia son restauran-
do la BHE, frenando el edema cerebral, disminuyendo la cascada inflamatoria y limitando Ia
necrosis y apoptosis celular'™®. Un metanalisis publicado en 2012 que incluyd a tres estudios en
adultos con un total de 315 pacientes concluyd que el riesgo relativo conjunto para mortalidad
al final del seguimiento fue de 0,61 (Intervalo de confianza del 95% [IC95%] 0,4-0,93), y para la
variable muerte o incapacidad grave en el grupo de progesterona fue de 0,77 (IC 95% 0,62-
0,96). No se encontraron diferencia en incidencia de efectos adversos (tromboembolismo,
hipotensidn o infeccidn) o control de PIC (solo informado en un estudio)'®. Los autores del
metaandlisis concluyen que, aunque parece que la progesterona puede ser eficaz en el trata-

miento del TCE, son necesarios mds estudios para corroborar esta afirmacion.

La eritropoyetina (EPO) es una citocina producida en el cerebro humano en respuesta

121

a multiples estimulos dafiinos™". La unién de la EPO a su receptor (EPOr) lo dimeriza, inducien-

122 | a activacién de JAK-

do la autofosforilacidn de la proteina JAK-2 y la activacidn del receptor
2 induce la fosforilacion de vias de sefializacién intracelular como la PI3K y Akt, y otras vias
extracelulares como ERK1/2, promoviendo la migracién de progenitores neuronales en células

de ratones'*?

. lgualmente, la administracion incrementa el porcentaje de nuevas células gene-
radas que pueden diferenciarse hacia células neuronales maduras, aumenta la produccién del
factor de crecimiento neuronal derivado del cerebro (BDNF) y mejorar el aprendizaje

espacial’®'*. En humanos, ha finalizado un estudio en fase I, en el que no se ha podido de-
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mostrar efectividad (neuroproteccién o mejora del resultado adverso) ni tampoco efectos
adversos con el tratamiento con EPO, si bien la randomizacion del estudio no fue la ideal™®.
Existen otros 3 estudios pendientes de finalizar para aclarar su efecto (NCT00987454,

NCT00313716, NCT00375869).

La ketamina es un fdrmaco sedante y analgésico que se utiliza tanto para induccion de
anestesia como en sedacién continua en pacientes con ventilacion mecanica. La ketamina ha
demostrado efectos antiinflamatorios en diferentes modelos experimentales, disminuyendo la
concentracion de diferentes citokinas (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y)**°. Aunque no hay
estudios de calidad en pacientes con TCE, diferentes estudios retrospectivos parecen apoyar su
seguridad tanto en la secuencia de intubacidn, su uso como anestésico intraoperatorio y en el

72,127

manejo de pacientes ventilados con TCE . Ademas, su uso junto con otros anestésicos no

127 . . ’ . .
. No obstante, no existen en la actualidad ensayos clinicos bien

parece incrementar la PIC
disefiados que demuestren este efecto, y la ketamina segun ficha comercial sigue estando
contraindicada como farmaco en la secuencia de intubaciéon rapida en pacientes con sospecha

de TCE o HTIC.

Las soluciones de perfluorocarbonados son moléculas bioldgicamente inertes con gran
afinidad por el oxigeno y por el diéxido de carbono (CO2) que pueden aumentar la oxigenacion
tisular cuando se usan junto con concentraciones de oxigeno inspirado altas. Un estudio en
animales ha demostrado que la dilucién isovolémica con uno de estos compuestos (Oxycyte®),
produce un aumento en la presiéon parcial de oxigeno (Pa0O2) y en el contenido de oxigeno en
la sangre (Ca02), sin influir sobre el pH, pCO2, o el flujo sanguineo cerebral, cuando se compa-

128 £n un modelo en ratas de TCE cerrado, este com-

ra con la administraciéon con albimina
puesto se asocié con una mejora en la funcidn cognitiva, menor pérdida neuronal en la region
del hipocampo CA3 y en el consumo de oxigeno mitocondrial'®’. Se desconoce si el incremento
de la concentraciéon de oxigeno puede tener efectos perjudiciales por un aumento en la forma-
cién de radicales libres™°. Existe un estudio en fase Ilb que se esta llevando a cabo para de-

mostrar su seguridad y eficacia en pacientes con TCE grave (NCT00908063).

Las estatinas, inhibidores de la sintesis de colesterol, también tienen un efecto protec-
tor en base a multiples mecanismos: mejoran la funcidn endotelial, aumentan la disponibilidad
de dxido nitrico (NO), son antioxidantes, inhiben la respuesta inflamatoria, tienen propiedad
inmunomodulatora, aumentan la expresion de la sintetasa de éxido nitrico endotelial (eNOS),
disminuyen la activacién plaquetaria, regulan la angiogénesis, neurogénesis y la sinaptogéne-

.. 131
IS

S . En animales de experimentacién, promueve la sintesis de factores de crecimiento, in-
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crementa la proliferacién celular y la diferenciacién neuronal, e incrementa la recuperacion del
aprendizaje espacial™®2. También reduce los déficits neuroldgicos, la degeneracién de las neu-
ronas del hipocampo, la respuesta inflamatoria y mejora la hemodinamica cerebral*®. En hu-
manos, se han realizado dos estudios clinicos con rosuvastatina. En el primero no se encontré
diferencia en el marcador incapacidad a los tres meses, aunque si mejoraba la amnesia™*. El
segundo demostré una mejoria en algunos marcadores de inflamacion (TNFa) sin afectar a
otros (IL-1B, IL-6, and IL-10), pero si que se encontré una mejora en las puntuaciones de invali-

dez y sin encontrar efectos secundarios adversos'>.

Ademas estudios de experimentacidon animal demostraron que la administracién de
atorvastatina junto con células madre mesenquimales (MSC) incrementa el acceso y la super-
vivencia de las células trasplantadas en el tejido cerebral, potenciando la recuperacién funcio-

. . ps . . 7 136,137
nal comparada con monoterapia, y amplifica la proliferacién celular endégena®**’.

La citicolina es un intermediario en la generacion de fosfatidil-colina desde la colina. El
cerebro usa la colina para sintetizar el neurotransmisor acetil colina y otros componentes de la
membrana celular. La citicolina aumenta la disponibilidad de la colina para la sintesis de neuro-
transmisores y membranas celulares incrementando asi la reparacion®®®. El estudio COBRIT fue
un estudio en Fase lll, randomizado y doble ciego, que se disefid para determinar si la citicolina
(2 mg via oral diariamente durante 90 dias) mejoraba el resultado funcional o cognitivo en

139

pacientes adultos con TCE™”. Los resultados demostraron que en ningun subgrupo de TCE me-

joré en las escalas de evaluacion'®.

El 6xido nitrico activa la guanilato ciclasa soluble, llevando a la formacién de GMP cicli-
co (GMPc). Como segundo mensajero, el incremento en los niveles aumenta la proliferacién de
células endoteliales y neuronas motoras. Los niveles de de cGMP se pueden incrementar por
aumento del NO, o por inhibicion de la hidrélisis de GMPc por inhibidores de la fosfodiesterasa

5 (Sildenafilo)**.

En resumen, se puede afirmar que, aunque se han testado varias moléculas en diferen-
tes estudios, no se ha conseguido encontrar aiin un fdrmaco que actie como una “bala magi-
ca” que mejore la supervivencia o la disfuncidn neuroldgica tras un TCE. Las tablas 1 y 2 mues-

tran un resumen de los diferentes ensayos clinicos para el tratamiento farmacoldgico del TCE.
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Tabla 1.- Ensayos clinicos finalizados o recientemente iniciados para el tratamiento farmacoldgico del TCE.
NICHHD: National Institute of Child Health and Human Development; NINDS: National Institute of Neurological
Disorders and Stroke, USA; EPO: eritropoyetina; EPOrH: EPO recombinante humana; IGF-1: Factor de crecimiento

insulinico 1.

Farmaco/Empresa

Mecanismo de accién

Anatibant (XY2405) / Xytis

Antagonista receptor de bradiquinina B2

Fase Il (BRAIN TRIAL)'®

Darbopoietina alfa (Amgen’s Ara-

nesp®) / Universidad Alberta

glutamato al espacio extracelular cerebral

Activacion de receptores de EPO preveniendo la exocitosis del ~ Fase ll

EPOrh / Colegio médico Wisconsin

Multiple: antiapoptético y disminuye el edema cerebral

Fase II/1II'”

KN 38-7271 / KeyNeurotek AG

Agonista de receptor cannabinoide CN1/CN2

117
Fase Il

NNZ-2566 / Neuren Pharmaceuticals

Andlogo de Glypromato® (Glicil-Prolin-Glutamato, derivado de

Completada la fase I, Fase Il

IGF-1) iniciada en 2008
Ketamina / Universidad Arkansas Posible efecto neuroprotector Fase |
Oxycyte / Syntetic Blood Interna- Aumenta los niveles de oxigeno en el cerebro Fase llb
tional SA
Progesterona iv / NINDS Reduccion del edema y daiio cerebral Fase III'”°

Tabla 2.- Estudios actualmente interrumpidos para el tratamiento farmacolégico del TCE. NIH: National Institute
of Health; NICHHD: National Institute of Child Health and Human Development; NINDS: National Institute of
Neurological Disorders and Stroke; NMDA: N-metil-D-Aspartato; SNC: Sistema nervioso central; TCE: trauma-

tismo craneoencefalico

Farmaco/Empresa
ACEA 1021 (licostinel)/ NIH

Mecanismo de accién
Antagonista del glutamato (region Glicina)

Estado actual
Interrumpido en Fase P

BAY X 3702 / Bayer

Agonista serotoninérgico, bloqueante de canales idnicos

Finalizado después de Fase Il

Bradycor / Cortech

Antagonista de receptores de Bradicinina

= A N 106
Sin beneficio en estudios Fase Il

Cerestat (Aptiganel) /

Cambridge Neuroscience

Antagonista no competitivo del glutamato (Region NMDA)

. . 58
Finalizado en Fase Il

Corticoides

Neuroprotector y antioxidante

Estudio Fase Ill (CRASH) no demostro

. .90
eficacia

Citicolina / NICHHD, USA

Componente enddgeno, aumento de colina cerebral

Fase Il (COBRIT)**’

Desanabinol / Pharmos

Cannabinoide que inhibe la reaccién inflamatoria en el SNC

Completada Fase Il pero no demostrd

. .60
eficacia

Gavestinel

Antagonista NMDA (sitio Glicina)

Fase lll, sin efectividad™®

Sulfato de Magnesio / NINDS

Antagonista no competitivo NMDA

4 o ._110
Fase Ill no demostrd eficacia

Nimodipino / Bayer

Calcio antagonista

Sin efecto significativo en TCE™

PEG-SOD

Antioxidante

Estudio en Fase Il no demostrd

. . 111
eficacia

Prednisona / Genérico

Neuroesteroide / Neuroprotector

Fase Il muestra algun beneficio

Selfotel / Novartis

Antagonista competitivo glutamato (sitio NMDA)

. 57
Terminado en Fase IlI

Mesilato Tirilazado / Pfizer

Inhibidor de peroxidacion lipidica

Fase lll sin beneficio

Traxoprodilo (CP101.606) /

Pfizer

Antagonista de la subunidad N2B del receptor NMDA

g . . 140
Fase lla sin beneficio

Ziconotide (SNX-111)

Antagonista no-NMDA

Fase Il finalizado por una mayor mortali-

dad en el grupo de tratamiento
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1.5.- Terapia celular en patologia cerebral

En los ultimos afios se ha producido un cambio de perspectiva respecto a la capacidad
del cerebro de regenerarse tras una lesién aguda. Se ha acumulado cada vez mds evidencia
experimental que el cerebro es capaz de inducir su regeneracién mediante la renovacién tanto
del tejido de soporte como neuronal. Este conocimiento ha sido el fundamento tedrico para un
nuevo campo de investigacidn clinica en diferentes patologias cerebrales en las que la pérdida

celular supone parte de su mecanismo patogénico, incluyendo el TCE.

1.5.1.- Neurogénesis endogena
Existen dos zonas principales donde reside la mayor capacidad neurogénica en el cere-
bro humano: la zona subventricular de los ventriculos laterales (ZSV) y el hipocampo (zona

141 . o . ,
1 La zona mas estudiada es la ZSV, donde existe un cimu-

subgranular del giro dentado [ZSG])
lo de astrocitos que son capaces de proliferar in vivo y que se comportan como células proge-
nitoras multipotenciales in vitro'**. En el cerebro adulto normal, menos del uno por ciento de
estos astrocitos se encuentran en divisidn activa, y aunque se ha conseguido su expansién en
cultivos, no se ha estudiado su comportamiento tras un TCE'*. Las células progenitoras neu-
ronales (CPN) del hipocampo han sido menos estudiadas, aunque también han demostrado in
vitro ser capaces de comportarse como progenitores multipotenciales'**. En los Gltimos afios
existe cada vez mayor evidencia de que otras regiones del sistema nervioso central (SNC), co-
mo el neocédrtex, cerebelo, cuerpo estriado, amigdala, sustancia negra y la cadena ganglionar

paraespinal poseen algun grado de neurogénesis'®.

En ambas localizaciones las CPN se agrupan formando nichos funcionales altamente
especializados. Estos nichos contienen células que son inmunorreactivas para la GFAP, nestina

)**. Muestran caracteristicas especificas de

y eventualmente el marcador de glia radial (RC2
células madre como son la capacidad ilimitada para la autorenovacion, la habilidad indefinida
para proliferar en respuesta a mitégenos y de poder diferenciarse en diferentes lineas de célu-
las del neuroectodermo. En el cerebro humano adulto también se encuentran células multipo-
tentes, que también muestran la capacidad de proliferar, pero con una capacidad limitada de
autorrenovacién y se pueden diferenciar en al menos dos diferentes lineas celulares. Los pro-
genitores especificos son células que estan restringidas a una estirpe celular concreta (como
neuronas, astroglia u oligodendroglia). Estos tres tipos de células juntas forman, hablando

ampliamente, las CPN 141
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El nicho germinal es el microambiente altamente especializado donde las diferentes
CPN interactuan entre ellas y con el resto del organismo (ilustracion 7). Estos nichos germina-
les localizados tanto en la ZSV como en la ZSG del hipocampo alojan en su interior las diferen-
tes células que permiten el mantenimiento y diferenciacién de las diferentes CPN '*°. Las célu-
las madre neuronales propiamente dichas son las que muestran caracteristicas estructurales y
moleculares de astrocito (células tipo B). Estas células estan en contacto intimo con el resto de
células del nicho, incluyendo las células tipo C (progenitor multipotencial) y las células tipo A
(neuroblastos migratorios). La linea de diferenciacion celular iria desde el tipo B, hasta el tipo C
y luego el tipo A. El mantenimiento y diferenciacidn de las células madre parece que esta rela-
cionada con el contacto fisico con la lamina basal, que actia como andamiaje y modulador de
las citocinas y los factores de crecimiento derivado de células locales (fibroblastos, macréfagos

y pericitos)™**.

L

P 0 ® ® © ©

Astrocito SVZ Célula en transito Neuroblasto

Célula tipo B Célula tipo C Célula tipo A

(célula tipol) (célula tipo 2a, 2by 3) (neurona inmadura
postmitotica)

Célula madre neuronal Progenitores multipotentes Precursores especificos

Progenitores o precursores

Células precursoras neuronales adultas (CNPa)

llustracion 7.- El nicho germinal y las células precursoras. A) Esquema de un nicho germinal en la zona subventri-
cular de un cerebro de rata, mostrando la estrecha relacién entre los diferentes tipos celulares, el epididimo
(amarillo) y los vasos sanguineos (gris). B) Esquema de diferenciacion de los diferentes tipos celulares que con-
forman el nicho germinal, mostrando la capacidad de autorenovacion (células tipo B, azules) como de diferencia-
cion hacia estirpes mas comprometidas con lineas celulares (neuroblasto: célula tipo A, rojas). VL: Ventriculo
lateral; SVZ: zona subventricular.

En los modelos animales murinos usados para investigar la neurogénesis tras un TCE
han mostrado que el nimero de CPN tanto en la ZSV como en el hipocampo se incrementan

tras un TCE. Este proceso es mas potente en animales jovenes. Las CPN que surgen de la ZSV
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tienen capacidad de migrar a zonas de dafio cortical focal, mientras que las originadas en el
hipocampo proliferan tras un dafio cerebral difuso. No obstante, el numero de células que
surgen mediante estos procesos es pequeio en comparacion con la formacion simultanea de

astrocitos y oligodendrocitos, y sobrepasa la destruccion celular tras la lesion'®.

En modelos animales de dafio focal, se ha demostrado un incremento en los progeni-
tores derivados de la ZSV entre dos y cuatro veces mayor que en situacion basal*®. Estas célu-
las aparecen desde el segundo dia hasta dos semanas tras el TCE, y proceden tanto de la zona
ipsilateral como la contralateral. Estos CPN exhiben marcadores de células neuronales madu-
ras (NeuN, calcibindina, B-tubulina) y se ha demostrado que se integran dentro de la arquitec-

tura cerebral basica'®.

En estudios en pacientes adultos que fallecieron tras un cancer, se ha demostrado que
el hipocampo es otra fuente de CPN. Tras un TCE grave, una de las secuelas son los déficits en
el aprendizaje y en la memoria. Estos déficit se han asociado con cambios histoldgicos y pérdi-
da neuronal tanto en el giro dentado (GD) como en la regién CA1 del hipocampo’. En mode-
los animales de TCE, se ha observado un incremento entre 3 y seis veces mayor de estos pre-
cursores, iniciandose desde el dia +3 hasta el dia +35 tras el TCE. Este incremento se observa
principalmente en el hipocampo ipsilateral, aunque cierta respuesta menor se ha observado
también en el contralateral'®®. Estos progenitores se diferencian principalmente en células
neuronales, y existe evidencia experimental de que alcanzan la integraciéon estructural y fun-
cional en la regiones migradas, que tienen su correlato funcional en diferentes test que eva-

lGan el aprendizaje y |a habilidad espacial tras un TCE***.

Aunque el hipocampo se dafia tras un TCE, la mayor cantidad de células neuronales
destruidas se encuentran en el cortex cerebral. Se estd estudiando la existencia de CPN en el
propio cortex cerebral, y que dichas células sean capaces de responder mediante proliferacion,
maduracién y diferenciacion a células neuronales maduras tras un TCE, de manera analoga a
como lo realizan las células derivadas tanto del hipocampo como de la ZSV. Aun no esta claro si
estas células son células residentes primarias de dicha zona o son células que han migrado de

zonas mas distantes y que se detectan en transito™*.

Se ha observado que los mecanismos descritos en los apartados previos de prolifera-
cion y diferenciacidon neuronal endégena son mas intensos en modelos animales jovenes, y que
parte de la mayor recuperacién funcional en estos animales respecto a los en adultos puede
ser debido a esta respuesta potenciada. Los mecanismos por los que se producen no se cono-

cen actualmente. Se desconoce si esta diferencia seguin la edad existe en humanos™®.

31



Introduccion

Aungue la respuesta proliferatoria neuronal tras un TCE parece demostrada en mode-
los animales y existe cada vez mas evidencia de una respuesta similar en humanos, la magni-
tud de dicha respuesta es pequefia en comparaciéon con la pérdida neuronal. Una posible es-
trategia terapéutica es potenciar esta respuesta enddégena para mejorar los resultados funcio-

nales en los pacientes que sufren un TCE.

1.5.2.- Estrategias derivadas: aumento de la neurogénesis endégena

Actualmente no se sabe si la recuperacidn funcional tras un TCE es debido a la neuro-
génesis enddgena o si otros procesos como la arborizacién dendritica, la plasticidad funcional
neuronal y la reorganizacion funcional tienen un papel mayor. Para diferenciarlo, en modelos
animales de experimentacion animal se han administrados diferentes factores que estimulan
la neurogénesis endégena como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de
crecimiento endotelial (EGF), la proteina SB100 y la EPO. La administracién aislada de estas
sustancias aumentaba tanto el niUmero de células progenitoras como sus formas maduras, y a

su vez se asociaban con una mejoria en los test funcionales.

Con un mayor conocimiento del desarrollo de moléculas de sefializacién la moviliza-
cion enddgena de células neuronales progenitoras para la reparacion glial o neuronal puede
ser posible mediante la infusién de dichas sustancias, el aumento de su expresién o la inhibi-
cién de los factores que tengan el efecto contrario®. Para conseguir una mayor efectividad,
esta estrategia deberia ir acompafiada de otras que aumenten su integracion funcional, evi-
tando la formacién de cicatrices gliales, asi como potenciar la sinaptogénesis. Se puede conse-
guir mediante la terapia fisica y ocupacional intensiva, con técnicas como el enriquecimiento
ambiental, el ejercicio fisico y el entrenamiento formal, que en modelos murinos han demos-

trado mejorarlos™*®.

1.5.3.- Estrategias derivadas: trasplante celular

Como se ha comentado previamente, la aplicacién de una noxa al tejido cerebral tanto
de humanos como de roedores genera una respuesta en las células residentes de la ZSV y del
hipocampo. Desgraciadamente, la respuesta regenerativa que ofrecen estas células es peque-
fia comparada con la pérdida neuronal y se ve limitada ademas por los cambios patolégicos

gue suceden a la inflamacidn y cicatrizacion.
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Una estrategia para tratar estas patologias es incrementar el nimero de células rege-
nerativas mediante su infusidon exogena (ilustracién 8). Aunque al principio se creia que el me-
canismo de accion de estas células era la sustitucion del tejido cerebral dafiado, los estudios
experimentales apoyan cada vez que mas fuerza que ademas las células madre neuronales
tienen un efecto modulador de la respuesta inmune, favoreciendo el soporte de las enddgenas

qgue se hallan en riesgo de muerte cerebral y favoreciendo y dirigiendo la plasticidad

neurona
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Citocinas inflamatorias

** Célulaendotelial
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Astrocito

Neurona
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Cél madre/precursora neuronal

GABA/Glutamato

Reemplazo celular

Soporte tréfico Inmunomodulacién Plasticidad neuronal

llustracion 8.- Mecanismos de accién de células madre neuronales. Los resultados obtenidos de trasplantar célu-
las madre/progenitoras neuronales (CPNs) en modelos experimentales de enfermedades neurolégicas (caracteri-
zadas tanto por inflamacién primaria seguida de neurodegeneracion irreversible como por neurodegeneracion
primaria seguida de inflamacion reactiva) apoyan el concepto de que las células madre somaticas favorecen la
reparacion del sistema nervioso central (SNC) mediante diferentes vias relacionadas entre si. De esta manera, el
concepto de la plasticidad terapéutica de la célula madre esta apareciendo como resultado de diferentes condi-
ciones patoldgicas. Las CPNs favorecen la neuroproteccion no solo promoviendo el reemplazamiento celular, sino
también mediante el soporte rescatando células neuronales endégenas (Efecto espectador = bystander effect).
Este efecto es posible porque las CPNs son capaces de medir el ambiente inflamatorio (patotropismo) y, dentro
de este ambiente, promueven la homeostasis y reparacion tisular mediante la secrecion, en el sitio del dafio
tisular (nicho perivascular atipico), de un conjunto de moléculas constitutivamente expresadas capaces de inmu-
nomodular y ejercer un soporte tréfico. El efecto final neto es neuroprotector porque las CPNs no solo rescatan
células danadas sino también promueven la plasticidad celular y molecular.
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Mecanismos de actuacion de las células neuronales progenitoras (CPN)

Las CPN tienen capacidad de migrar e infiltrar los tejidos dafiados (patotropismo)***. Se
debe a que expresan receptores de citocinas (CCR1, CCR5, CXCR3 y CXCR4), moléculas de ad-
hesién célular (CD44) e integrinas (VLA4) entre otras que permiten seguir los gradientes de
citocinas e interleucinas que segregan el tejido del sistema nervioso central daifiado (ver ilus-
tracion 9)™". Una vez que han alcanzado estas &reas, las CPN se alojan en la proximidad de los
vasos sanguineos donde interactlan con las células del sistema inmune que atraviesan la BHE,

las células del sistema endotelial y con las células residentes del SNC (astrocitos y microglia)™.

A.- Fijacion y rodamiento B.- Adhesion firme C.- Estimulacion de GPCRs
MACs (por gj., CD44) Integrinas completamente Migracion trasnendotelial (por €j.,
Integrinas (por ej., a4, B1) activadas (por ej., a4, B1) receptores de quimocinas)

Célula endotelial

Parenquima SNC

. Neuroblasto @ Quimocina inflamatoria @ Astrocito SVZ Ligando de moléculas de
adhesion celular

@ Célula en trénsito © Citocina inflamatoria W]ﬂ Receptor quimocina

llustraciéon 9.- Mecanismo por el cual las células neuronales/precursoras neuronales adultas son capaces de mi-
metizar las rutas de activacion linfocitaria para alcanzar las zonas del SNC inflamadas después de su inyeccién
intravenosa. Este es un modelo simplificado de interaccion entre la inyeccién sistémica de células ma-
dre/precursoras neuronales (CPNa) y el endotelio del SNC. A) Las CPNa expresan, para su adhesién y migracion,
moléculas de adhesién celular (CAMs, como el CD44) e integrinas (como la a4), que interactiian con ligandos
especificos (acido hialurdnico y la mélecula de adhesién celular vascular tipo 1 [VCAM1], respectivamente) que
son expresadas por células endoteliales inflamadas. B) Para adherirse firmemente y migrar a través del endotelio
inflamado, las quimoquinas activan sus receptores especificos (como CCR1, CCR2, CCR5, CXCR3 y CXCR4), que son
expresados en la membrana plasmatica de las CPNa, lo que promueve la activacion completa de las integrinas a4.
C) Las citocinas y quimoquinas inflamatorias producidas por las células residentes del SNC, células sanguineas y
CPNa trasplantadas coordinan estos eventos secuenciales, lo que conlleva la activacion de los receptores acopla-
dos a las proteinas G (GPCRs) y su migracion a través del endotelio. Las rutas moleculares usadas por las CPNa
transplantadas son similares a las que usan los linfocitos encefalitogénicos que se acumulan en los lugares infla-
mados en los modelos humanos y experimentales de esclerosis multiple. LCR: liquido cefalorraquideo; SNC: sis-
tema nervioso central.
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En el area perivascular, estas poblaciones celulares segregan una serie de moléculas
(BMP4, noggin, Notch, Jagged y Sonic Hedgehog) que son capaces, por un lado, de simular el
microambiente de los nichos germinales de la ZSV, y por otro, inhibir el ciclo celular de las CPN
mediante la expresion de kinasas dependientes del ciclo celular (ilustracién 10)***. Como con-
secuencia, las CPN trasplantadas mantienen un fenotipo indiferenciado y forman nichos ecté-
picos perivasculares, diferentes de los nichos de la ZSV y ZSG. En ellos son capaces de secretar
una diversa cantidad de moléculas transmembrana y extracelulares capaces de inducir la repa-

racion tisular a través de la inmunomodulacién y la estimulacién del mecanismo de reparacion

. , . .. 141
intrinseco (soporte tréfico y plasticidad celular)**'.
-~ (®
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~
1 S~
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Factores de CNP > G =
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nicho expansién Cultivos de CNP para
celularin vitro uso clinico y estudio en
laboratorio

llustracion 10.- Esquema de interaccion de las diferentes seiales estimuladoras del nicho celular de la ZSV y ZSG
del hipocampo. La sefializacion via Jagged-Notch y Shh puede ayudar al mantenimiento de la célula madre (Astro-
cito SVZ). Los factores FGF2 junto con Cistatina C, asi como el grupo EGF/TGFa promueven la autorrenovacion y la
proliferacion. Wnt promueve la proliferacion celular y la Neurogénesis. Los antagonistas de BMP (Noggin, Ng1)
inhiben la diferenciacién glial mediada por BMP, asi como promueven la Neurogénesis y mantienen la CPN en su
estado indiferenciado. Todas estas seiales extracelulares han probado tener diferentes y multiples papeles en el
nicho, dependiendo de la integracién junto con diferentes factores celulares intrinsecos. Los factores del nicho
identificados en la ZSV y en la ZSG pueden ser usados para expandir poblaciones de CPN in vitro obtenidos de
tejidos cerebrales de adultos o diferenciados desde células embrionarias. La infusidn cerebral de factores del
nicho pueden también movilizar precursores endégenos para generar nuevas neuronas para la reparacion cere-
bral. BMP: metaloproteasa cerebral; CPN: célula progenitora neuronal; EFG: Factor de cremiento epitelial; FGF:
Factor de crecimiento derivado de fibroblastos 2; Shh: Sonic hegdehog; TGFa: Factor de crecimiento tisular a.
Tomado de referencia 149.

Estas areas contienen CPN trasplantadas, linfocitos de la sangre, microglia activada, as-

trocitos reactivos y células endoteliales activadas. Son histolégicamente diferentes de los ni-
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chos germinales primarios, aunque mantienen su alta especializacion. Existe una regulacion
simultanea entre estos grupos celulares que modula la supervivencia a largo plazo y su viabili-
dad. Dependiendo de los estimulos ambientales, las CPN pueden permanecer en el nicho atipi-
co en su estado indiferenciado, y de ese modo promover la apoptosis de las células inflamato-
rias linfocitorias que han infiltrado el SNC, o salir del nicho y adquirir un fenotipo diferenciado

a una estirpe celular, sustituyendo a las células dafiadas™*

\ ~
156-6 PGE2 ILlra
Célula parenquimatosa
Lesién @

Célula apoptética

IL10 ‘
- % jj -

@ IL1a, IL1B
> -

TNFg, et

Infeccién PRRs o ete @
% - -- Macréfago residente

Microbios y ‘

reacionades s JAY
Neutréfilos @
o '3<—|

IL6, CXCL1

llustracion 11.- Resumen de algunas de las propiedades antiinflamatoria de las células madre mesenquimales. 1)
Los patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs) y la IL1a secretados por lesiones estériles o los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) liberados por una lesion infecciosa a los tejidos activan los macroéfa-
gos residentes a través de receptores que en conjunto suponen los receptores de patrones de patégenos (PRRs).
2) Los macrdéfagos activados producen citocinas inflamatorias como la IL1a, IL1B, TNFa para iniciar la cascada
inflamatoria. 3) Al mismo tiempo, las citocinas proinflamatorias y seguramente otras sefales de las células dafia-
das activan las MSCs para secretar factores antiinflamatorias que incluyen el gen/proteina 6 estimulado por TNFa
(TSG-6), PGE,, e IL1ra, que modulan la activacion de los macréfagos residentes o disminuyen los efectos de las
citocinas proinflamatorias. 4) El efecto total es un descenso en las sefiales proinflamatorias producidas por las
células parenquimatosas a través de la secrecion de IL6, CXCL1 u factores relacionadas que como resultado dis-
minuye el reclutamento global de neutréfilos. Tomado de referencia 155.

La inmunomodulacion esta resultando uno de los mecanismos que explican los efectos
beneficiosos de las células madre (ilustracion 11). Los diferentes modos de actuacion son mul-
tiples y no se sabe aun cuales predominan en una situacidon determinada. Estos mecanismos se
han visto que muchas veces son comunes en otros grupos celulares multipotentes, como las
MSC. En modelos arquetipicos de inflamacion (dafio pulmonar, dafio corneal, infarto de mio-
cardio, peritorinitis y sepsis), se ha demostrado que, en general, las MSC tienen un efecto

135156 Uno de ellos es la

neuromodulador y antiinflamatorio mediante diferentes mecanismos
expresion del IL1ra. Un segundo modo de actuacion es la creacidon de un mecanismo de regula-

cion a la baja, en el que los macréfagos residentes del SNC segregan TNF-a y otras citocinas
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proinflamatorias que estimulan a las CPN para producir la proteina antiinflamatoria TSG-6

(gen/proteina 6 estimulada por TNF-a= TNF-a stimulated gene/protein 6). La TSG-6 reduce la

sefializacion intracelular del factor nuclear kappa B (NF-kB), disminuyendo la cascada de citoci-

nas inflamatorias. Un tercer mecanismo es la estimulacidn de las CPN por parte de los lipopoli-

sacdridos, TNF-a, oxido nitrico y otras moléculas de dafio celular del tejido dafiado y los macré-

fagos circulantes, lo que permite a las CPN secretar prostaglandina E2 (PGE-2). La PGE-2 con-

vierte a los macréfagos a un fenotipo que secreta IL10, con un efecto antiinflamatorio>>.

En concreto usando un modelo de TCE en ratas a los que se infundiéd MSC iv a las dos

horas del traumatismo y se compard con un grupo placebo, se objetivd que en el grupo de

tratamiento habia una menor densidad de macréfagos/microglia y leucocitos periféricos infil-

Célula dendritica Célula dendritica
A MIL-10 LITNFa
- -

A A

® ©

@

Célula T Inmadura Célula TInmadura
P10 M4 1| INF-y

I Tregulador ™ Linfocitos TH2 | Linfocitos TH1

llustracion 12.- Efecto de la terapia celular sistémica en el
sistema inmune periférico. El tratamiento con células madre
genera una respuesta inmune en la que hay un incremento
de células reguladoras que moderan la respuesta inflamato-
ria y a un perfil de secrecién de citocinas que disminuye los
linfocitos T citotéxicos. Tomado de referencia 159.

IL-4: Interleucina 4; IL-10: Interleucina 10; INF-y: interferén
gamma; Linfocitos TH1: Linfocitos colaboradores tipo 1,
Linfocitos TH2: Linfocitos colaboradores tipo 2; TNF-a: Factor
de necrosis tumoral alfa.

trando la zona de la lesiéon, menor apopto-
sis, unos menores niveles de citocinas
proinflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-17, TNF-a e
IFN-y) y mayores niveles de citocinas anti
inflamatorias (IL-10 y factor de crecimiento
tisular B1 [TGF-B1]) a la 48 y 72 horas tras
la infusion. Posiblemente este patrén se-
cretor estuvo mediado por un aumento en
la expresion de TSG-6, lo que puede supri-
mir la activacidon de la ruta de sefalizacidn

de factor nuclear kB (NF-kB)"’.

Sorprendentemente, tanto las
MSCs como las CPN no solo tienen una
accion inmunomoduladora local, sino que
también tienen un efecto en otros érganos
linfoides periféricos (ilustracion  12)™%.
Practicamente todos los grupos celulares se
ven afectados por esta modulacién, siendo
su efecto global una disminuciéon en su

136 £l cultivo de MSC con células

activacion
inmunes purificadas produce un incremen-
to en las interleucinas antiinflamatorias IL-4

e IL-10, mientras que desciende la cantidad
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de TNF-a e INF-y. El incremento en IL-4 junto con el descenso de INF-y, genera un cambio en
los subtipos de linfocitos T colaboradores (Th), desde los Th; (citotdxicos) a los Th, (facilitado-

res)**

. lgualmente, el descenso en TNF-a junto con el incremento de IL-10 reducen la madura-
cion de células dendriticas, y el incremento en el nimero de linfocitos T reguladores (T,) pro-
mueve una respuesta antiinflamatoria o tolerante’. Otros estudios han mostrado que las

MSC suprimen la proliferacion de células 7%

, asi como la respuesta inmune mediada por
células T, células B y células Natural Killers (NK), por medio de impedir la activacion, adquisi-
cion de caracteristicas linfoblasticas y cambio en el perfil de expresién de proteinas relaciona-

das con la funcién inmune(ilustraciéon 13)*%*

. Un descenso en la inflamacion y la respuesta
inmune puede relacionarse con el descenso en el dafio celular asociado a la terapia con

MSC156,160

Por ejemplo, en modelos experimentales de encefalitis autoinmune (el modelo animal
de la esclerosis multiple), la administracién periférica de CPN inhibe la activacién de células Ty
de las células dendriticas de los ganglios linfaticos. Esta capacidad inhibitoria también se ha

encontrado en las CPN humanas (CPNh), frenando la diferenciacidon de células precursoras

. ) ) L ., mieloides a células dendriticas inmadu-
= Linfocitos T: Inhibe proliferacién, inmunosupresién

(mediado por IDO, PGE2, TGF-B, HGFm HLA-G5) ras, y de éstas a células dendriticas ma-
= Linfocitos B: efectos contradictorios en la secreccion

de lg duras (capaces de presentar antigenos).
= Células NK: | proliferacidn, secrecién citokina y citoto- Esta respuesta sistémica conseguia in-

xicidad
= Monocitos: | diferenciacién a célula dendritica, esti- ducir mejoria en estos modelos anima-

mula células dendriticas a un fenotipo antiinflamatorio

les, a pesar de que no hubiera infiltra-
= Neutrdfilos: | los reactivos oxidativos »ap q

» - i cién evidente de estas células progeni-
llustracion 13.- Efectos de las MSC sobre diferentes tipos de

células del sistema inmune. Tomado de referencia 156. toras en el SNC. El tratamiento experi-

mental con MSC también ha demostrado disminuir la desmielinizacion mediada por linfocitos

T, aunque lo ensayos clinicos con humanos arrojan unos resultados mas modestos**°.

No se sabe aun si el principal efecto neuromodulador de las CPN se debe a su accion
local en el SNC, periférica, o si probablemente es una combinacién de ambos. Tampoco se
conoce si estos datos obtenidos de un modelo experimental de patologia cerebral (la encefali-

tis autoinmune) es completamente aplicable a otras patologias, como el TCE.
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Tipos de células usadas en trasplante celular
Las células candidatas a ser trasplantadas han de tener, genéricamente, plasticidad (o
la capacidad para adaptarse a un ambiente tisular concreto y diferenciarse en consecuencia),

autorrenovacion y diferenciacion. Los diferentes tipos celulares estudiados son:

- Células madre embrionarias (ES). Presentan dos caracteristicas principales: son
pluripotentes, porque pueden diferenciarse en todas las células del cuerpo, y son
muy estables pudiendo diferenciarse hasta 140 veces sin sufrir ninguna

141,162

alteracion . Ademas de los problemas éticos y legislativos que plantean su ob-

tencidn, existen dudas sobre la seguridad y capacidad de teratogénesis de estas

163184 tanto en injertos puros de ES como de cé-

células en los tejidos trasplantados
lulas diferenciadas derivadas de ellas. Esta capacidad de inducir tumores puede ser
debida a la dificultad de eliminar células indiferenciadas tumorigénicas, asi como
que los cultivos prolongados pueden producir inestabilidad genética'®.

- Células madre/precursoras neuronales derivadas de adulto (CPNa). Pueden ser
extraidas del tejido nervioso fetal mediante diseccion y digestion de la ZSV y GD. La
suplementacion de factores de crecimiento como el EFG y el FGF-2 permite su pro-
liferacién, expansion y mantenimiento durante mds de un afo. Las CPNa generan
oligodendrocitos, neuronas y astrocitos en un ratio de 1:5:25, aproximadamente,
cuando se les permite su proliferacién espontanea. Estas células presentan positi-
vidad para la nestina (un filamento intermedio del citoesqueleto neuronal)'®, asi
como para musashi-1 (proteina de unién al RNA) y los factores de trascripcién SOX-
1y SOX-2"°. Tanto la nestina como el musashi-1 son especificas de las células
neuronales en desarrollo y no se expresan cuando alcanzan la madurez
completa™.

Su trasplante en el cértex de ratas lesionadas mostré que pueden diferenciarse a
neuronas y producir diferentes factores tréficos y mejorar la funcién cognitiva.
Tras su trasplante directo después de un TCE objetivd que entre el 1-3% permane-
cen en la zona en las dos semanas tras el tratamiento, lo que se asocid a la mejoria
en la funcién motora, pero no en la funcién cognitiva*®. En un modelo murino de
hemorragia cerebral, su administracion a las 2 y 24 horas tras el inicio de la lesidn
disminuyd la afectacidon neuroldgica, disminuyd el edema cerebral, la infiltracidn
inflamatoria y la apoptosis. Estos resultados se acompafiaron de una disminucion

de los marcadores de inflamacion de TNF-a, IL-6 y NF-kB, lo que sugiere que parte

de su mecanismo de accién se encuentra una inmunomodulacién®®.
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Existen actualmente dos estudios clinicos con pacientes humanos que utilizan
este tipo de células. Los estudios preclinicos demostraron que el trasplante de
CPNa en un modelo animal de lipofuscinosis ceroide neuronal (Enfermedad de Bat-
ten) permitia su integracion dentro de la arquitectura cerebral, liberaba la enzima
deficiente, y protegia a las neuronas dafiadas'®. Se ha realizado un estudio Fase |
en EEUU en pacientes en estadios graves con retraso psicomotor. Los CPNa se ad-
ministraron en dos dosis: 3 pacientes recibieron 500 millones de células y otros
tres 1.000 millones de CPN intraparenquimatosamente (ventriculos laterales). Am-
bos grupos se les administré inmunosupresores durante los siguientes doce meses.
No se encontrd ningun efecto adverso relacionado con la infusion de CPNa o con la
inmunosupresion'®’.

Un segundo estudio también fase | en pacientes con enfermedad de Pelizaeus-
Merzbacher ha finalizado y esta pendiente de publicarse (NCT01005004). Todos los
pacientes (un total de cuatro) han sido trasplantados e inmunodeprimidos durante
un periodo de 9 meses, y se encuentra en el periodo de seguimiento para valorar
su seguridad a largo plazo.

Aungue las CPNa se consideran seguras, el riesgo de malignizacién se descono-
ce en humanos. Se ha comunicado el caso de un paciente con un sindrome de ata-
xia teleangiectasia que desarrollé un neuroblastoma mientras estaba siendo trata-
do repetidamente mediante trasplante celular'®,

Otros investigadores han modificado genéticamente las CPNa para aumentar
su potencial proliferativo mediante la expresién del oncogén c-myc. Estas células
se han demostrado ser seguras y se espera su utilizacién en breve en pacientes con
infarto cerebral®.

Células madre inducidas pluripotenciales (iPS). El descubrimiento de la capacidad
de células somaticas adultas de ser reprogramadas de manera que adquieran ca-
racteristicas de las ES ha supuesto una revolucién en la medicina regenerativa®®’.
Esta técnica se basa en la transferencia de factores de transcripcion a través de re-
trovirus, adenovirus, plasmidos o proteinas'®’. Recientemente se ha publicado un
trabajo en el que se conseguia transformar células somaticas adultas (fibroblastos)
en neuronas adultas sin el paso previo de convertirlas en iPs'’°, incluyendo neuro-
nas dopaminérgicas adultas'’?, lo que ofrece la ventaja tedrica de evitar el riesgo
tumoral. Estas células tienen la peculiaridad de que pueden ser inducidas a trans-
formarse en neuronas adultas. Sin embargo, la posibilidad de formacion tumoral,

la mayor dificultad para su transformacién en neuronas adultas y la necesidad de
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regular no solo protocolos seguros para terapia celular, sino también para las célu-
las modificadas genéticamente hacen que su aplicacion a la practica clinica se en-

cuentre todavia lejano en el tiempo.

Ademas de su aplicacion terapéutica directa, estas células sirven para la identifica-
cion de dianas terapéuticas en pacientes con enfermedades neurodegenerativas, y
para la formacion de modelos bioquimicos y celulares de enfermedades neurona-

les.

Células madre mesenquimales (MSC).
Descritas por primera vez por Friedenstein'’?, el comité de células madre mesen-
quimales y tisulares de la Sociedad Internacional para la Terapia Celular (ISCT), ha
propuesto las siguientes caracteristicas que permitirian diferenciar las MSC huma-
nas (ilustracién 14):

¢ Adherencia a superficie de plastico de medios de cultivos.

* Expresidn de antigenos de superficie especificos.

e Capacidad de diferenciacién multipotente'”>.

. 1.- Adherencia al plastico en condiciones de cultivo estandar
Se recomienda por parte
) o 2.- Fenotipo Positivo (295%) Negativo ($2%)
de dicho comité que las
CD 105 CD 45
células han de ser carac- e o 2l
terizadas antes de reali- CD 90 CD 14 o CD 11b
zZar un experimento, con CD79a0CD 19
el fin de confirmar dichas HLA-DR
células y homogeneizar 3.- Diferenciacion in vitro: osteoblasto, adipocito, condroblasto
(demostrado por tinciones de cultivos celulares in vitro)
los resultados.

llustracion 14.- Caracteristicas de las células madre mesenquimales.
Tomado de referencia 173.

Las células madre hematopoyéticas obtenidas de la médula dsea han sido aplicadas
a pacientes con tumores solidos y hematoldgicos desde hace muchos afios. Dentro
de ellas, existe un subgrupo que no expresa marcadores hematoldgicos (CD45 -), no
son capaces de generar derivados sanguineos y que son las que se consideran ac-
tualmente MSC dado que son capaces de cumplir los criterios anteriormente descri-
tos. En la actualidad, se han aislado y cultivado MSC procedentes de médula dsea,
adipocitos, tejido conectivo, cordén umbilical, sangre periférica, espacio perivascu-

lar, periostio, pulpa dentaria, dermis, hueso trabecular, musculo, pancreas, liga-
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mentos periodontales, sangre menstrual, leche y del tracto urinario (ilustracion

15)174,175.

Los beneficios terapéuticos . , .
P Tipos de células madre mesenquimales (MSC),

no se atribuyen a las pocas MSC segun procedencia:

que se diferencian a células neu- - Médula 6sea (MSC-mo)
- Tejido adiposo (MSC-a)

- Tejido conectivo (MSC-c)
similar a un generador de factores - Perivascular (MSC-v)

ronales'’®, sino que su accién es

- Sangre periférica (MSC-pb)

de crecimiento (tanto globales _ Cordén umbilical (MSC-uc)

como especificos neuronales) y de
. llustracion 15.- Tipos de células mesenquimales.
esta manera promoviendo la recu-

peracién funcional cerebral via angiogénesis, neurogénesis, sinaptogénesis y la re-

.7 177,17 s . PR . 17
modelacion neuronal'’”'’, asi como inhibicidn de la apoptosis'”’.

Algunas de las MSC implantadas expresan marcadores de neuronas (NeuN vy

1 . . .z
8 También la expresion de

proteina asociada a microtubulos) y astrocitos (GFAP)
la citocina factor 1 derivada de célula estromal se encontré aumentada en la zona
perilesional después de un dafio cerebral por isquemia. El receptor del factor 1 de-
rivado de célula estromal (receptor 4 de citocina CXC, CXCR4; CXC-chemokine re-

181

ceptor-4) se expreso tanto in vitro como in vivo en las MSC™". La interaccién entre

esta citocina y su receptor puede contribuir a la migracién de las MSC trasplantadas

al cerebro dafiado™®!

, ¥y también actua como sefial para atraer células mieloides
procedentes de sangre periférica’®. El implante directo (6 horas tras la lesién) po-
tencia la neuroproteccién activando la actividad del NF-kB de las CPN residentes, lo

que origina un aumento en la IL-6 y un descenso en la apoptosis'’**®.

Las MSC aumentan los niveles de diferentes factores de crecimiento en el ce-
rebro, incluido el BDNF, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el fac-
tor de crecimiento basico derivado de fibroblastos (bFGF), NGF y neurotrofina 3,
bien por expresion directa de las propias MSC o por aumento en la produccion de

177179188 yno de las rutas moleculares mejor

células parenquimatosas residentes
caracterizadas es la del inhibidor tisular de la matriz metaloproteinasa 3 (TIMP3).
TIMP3 se incrementa tras un TCE controlado tras la administraciéon de MSC iv. La
inhibicion de la expresién de la TIMP3 disminuye el efecto de las MSC en la BHE,
mediado por VEGF'®. Después del trasplante de MSC, estos factores de crecimiento

y neurotrdéficos promueven la angiogénesis y la estabilizacién vascular de la zona
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perilesional donde la mayoria de las MSC sobreviven y se localizan'®. También
promueven la neurogénesis in vivo e in vitro'®. En modelos en ratas con TCE, las
MSC no solo aumentan la densidad vascular en la regién perilesional y en el hipo-
campo, sino que también lo incrementan en la ZSV y en el giro dentado®®’. Se ob-
servé que las MSC locales aumentaban las células progenitoras tanto en la ZSV co-
mo en la zona limitrofe pericontusional, mientras que las administradas por via in-
travenosa aumentaban en estas dos areas, y ademas también en el hipocampo. En
ambos grupos (iv e ip), se encontraron marcadores de células neuronales, y estos

hallazgos iban acompafiados de una mejoria funcional*®*.

Las MSC autdlogas tienen la ventaja de que minimizan las reacciones inmunes,
y que pueden ser aisladas y cultivadas de una manera relativamente sencilla de va-

162,177

rios tejidos . Cuando se implantan en el ventriculo lateral de cerebros de ratén

neonatales, las MSC migran y se diferencian en células granulares del bulbo olfato-

181 Las MSC infundidas sistémicamente (intraveno-

rio y astrocitos periventriculares
sa o intraarterialmente) migran a la zona cerebral dafiada y son capaces de sobrevi-
vir'®. Tras administrarlas por esta ruta, muchas de las MSC se encontraron en otros
organos diferentes del cerebro (principalmente higado y pulmdn), y solo en una

189

minima proporcion alcanzaron la zona cerebral dafiada™". La administracién tardia

(24 horas — 1 semana) de MSC mejora significativamente el pronéstico funcional de

ratas tras un TCE 177181.184188,190

La administracion tardia (4 dias postTCE) de MSC solas no reduce el volumen
de la lesidn, pero su administracion junto con entramados de coldgeno si, y ademas
potencia la migracion de MSC dentro de la zona perilesional, mejora el aprendizaje
espacial y las funciones sensitivas y motoras'®". Incluso la administracién mas tardia
(7 dias post TCE) de MSC o MSC junto con entramado de coldageno, mejora el
aprendizaje espacial y la funcién sensitiva y motora, potencia la neurogénesis en el
cortex e hipocampo ipsilaterales e incrementa las fibras neuronales transcallosas al

cortex'®!,

Recientemente se ha aislado un subgrupo de MSC humanas derivadas de san-

%2 Estas células expresaban marcadores compatibles con

gre periférica (MSC-pb)
MSC, asi como factores de adherencia celular relacionados con la migracién a la su-
perficie cerebral. Tras su estimulacion, fueron capaces de expresar marcadores de

diferenciacion neuronal. Ademas, su infusidon en el ventriculo lateral de ratas con un
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TCE produjo su migracién a la zona lesionada y diferenciacién a caracteristicas neu-
ronales. En los animales tratados, mejord la funcion motora pero no se consiguié
demostrar diferencia en la mejoria temporoespacial. Tampoco se identificé reac-

cién inflamatoria ni de rechazo®®.

El corddn umbilical también parece una fuente prometedora de MSC (MSC-cu).
La sangre del corddn umbilical es una fuente rica de células madre hematopoyéti-
cas; sin embargo, al igual que ocurre con las obtenidas de la médula ésea, un sub-
grupo de esas células no muestra el marcador hematopoyético CD45 y tampoco son
capaces de formar precursores sanguineos. Esta fraccion mononuclear puede ser
aislada, expandida in vitro y, tras ser estimulada por los factores de crecimiento
bFGF y hEGF, diferenciarse a células con marcadores neuronales (betatubulina Il y
GFAP)'™. Sin embargo la tasa de rendimiento es bastante baja (aproximadamente
un 10% de supervivencia). No obstante, cuando se obtienen del estroma celular del
corddn (gelatina de Wharton) o de la placenta, esta puede aumentar exponencial-
mente'®. La eleccidn del método de purificacién celular parece que también puede
tener influencia, siendo mayor la tasa de recoleccién con la técnica de purificacién

)**. La infu-

mediante gradiente de difusion (aproximadamente 90% de aislamiento
sién de MSC-cu ha demostrado en modelos animales capacidad neurogénica, anti-
inflamatoria, con mejoria la funcién motora y cognitiva tras lesiones cerebrales'®.
Comparadas con las MSC obtenidas de médula dsea y tejido adiposo, parece que las
procedentes de MSC-cu poseen una mayor capacidad de proliferacién celular y clo-

nacion, y expresan menores cantidades de marcadores de senescencia, mantenien-

do los mismos perfiles de inmunosupresidn y diferenciacion™”.

Los estudios en humanos son escasos, alin se encuentran en fase inicial y, aun-
gue sus resultados son prometedores, exigen cautela en su interpretacion. La segu-
ridad y prueba de concepto del tratamiento con MSC autdlogas fue valorado en sie-
te pacientes (6 adultos, 1 nifio de 6 afios) con TCE en fase crénica'®. Las MSC fue-
ron aisladas mediante obtencidon de médula dsea, asilamiento de la fraccién compa-
tible con marcadores de MSC, y posterior crecimiento durante un plazo de dos se-
manas. Se administraron MSC en dos ocasiones: |la primera intraparenquimatosa en
la zona de la lesién y en la semana siguiente una “dosis” intravenosa. En este ensa-

yo clinico, no se encontré toxicidad relacionada a la terapia celular en los seis me-
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ses que durd el periodo de seguimiento, y se encontré una mejoria funcional en los

pacientes a los seis meses respecto al inicio del tratamiento (sin grupo control)'*>.

Otro estudio valoré la respuesta funcional en pacientes adultos con un TCE pa-
sada la fase aguda tras la administracién de MSC-cu alogénicas'®®. Se administré en
el espacio subaracnoideo mediante puncién lumbar diez millones de MSC obtenidas
mediante purificacion y aislamiento de MSC procedentes de cordones umbilicales
de diferentes donantes (no emparentados con los pacientes tratados), una vez a la
semana durante un total de cuatro sesiones. No se administrd tratamiento inmuno-
supresor. Se analizd la mejoria funcional mediante dos escalas al inicio del trata-
miento y seis meses después de terminado. No se objetivaron efectos adversos gra-
ves en el grupo de tratamiento. Se objetivd una mejoria en los diferentes subgrupos

. ., . . 1
de estas escalas que se refieren a la mejoria funcional y al autocuidado™®.

En nifios con TCE grave (escala de coma de Glasgow 5-8), se ha publicado un
estudio para determinar la seguridad del tratamiento con células mononucleares
derivadas de médula 6sea (CMDMO). Diez nifios de entre 5y 14 afios, sin enferme-
dades previas y con un TCE grave se reclutaron para iniciar un tratamiento con
6*10° CMDMO / kg peso intravenoso dentro de las primeras 48 horas después de
un TCE. Se excluyeron aquellos en los que la prueba de imagen era compatible con
lesiones hipoxico-isquémicas extensas o aquellos en los que la PIC era superior a 40
c¢cmH20. Para determinar la seguridad del procedimiento se evalué la hemodinami-
ca cerebral y sistémica durante la recoleccidon de la médula ésea, asi como la fun-
cion renal, hepatica, pulmonar (puntuacion Murray de dafo pulmonar) y la disfun-
cion organica (PELOD). También se obtuvo una resonancia magnética cerebral al
mes y a los seis meses tras el TCE, junto con valores de evaluacidn funcional y neu-
ropsicolégicas. Todos los pacientes sobrevivieron, sin hallarse episodios de disfun-
ciéon hemodinamica ni cerebral durante el procedimiento de recogida de médula
Osea. No se detectd toxicidad relacionada con la infusidn de células madre. Durante
el seguimiento, no se evidencid disminucién de la sustancia gris, blanca, o volumen
de LCR. A los seis meses, la escala pronéstica de Glasgow (GOS) mostré que 7 nifios
tuvieron buen prondstico, y 3 algun nivel de incapacidad (moderada y grave). Los
autores del estudio concluyen que la administracién de células madres autdlogas
derivadas de médula dsea es un procedimiento logisticamente posible y seguro pa-

ra el tratamiento del TCE en pediatria®®’.
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El mismo grupo que ha publicado el trabajo anterior tiene en marcha un ensa-
yo clinico, fase Il, en pacientes pediatricos, para confirmar estos resultados, utili-
zando un procedimiento similar al descrito. Tiene previsto reclutar a 50 pacientes, y
dividirlo aleatoriamente en dos grupos (tratamiento frente a placebo) para valorar
la eficacia y seguridad de dicho tratamiento. Ha comenzado su reclutamiento en

agosto de 2013 y espera finalizar en 2018 (NCT01851083).
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2.- Hipoétesis y objetivos

2.1.- Hipotesis

En modelos de experimentacion animal de traumatismo craneoencefdlico la adminis-
tracidn intra y perilesional de células madre mesenquimales procedentes de médula ésea ha
demostrado mejorar la evolucién funcional. Sin embargo, la administraciéon de células madre
mesenquimales procedentes de tejido adiposo podria tener también un efecto beneficioso a
través de la integracién funcional y disminucidn de la inflamacién secundaria a un TCE produ-

cido mediante un modelo de trauma craneal controlado.

2.2.- Objetivos
1.- Investigar en un modelo experimental en ratas jévenes sometidas a un TCE contro-
lado el efecto de la administraciéon de MSC en el lugar de la lesién sobre la funcion motora y

sensitiva.

2.- Analizar la supervivencia y diferenciacion de las células madre mesenquimales tras-

plantadas en el tejido cerebral lesional y perilesional.

3.- Conocer los mecanismo de proteccidn y regeneracion funcional por los que las MSC

administradas ip podrian producir una mejoria funcional.
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3.- Material y métodos

Este estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Microcirugia del Hospital Universitario
La Paz, Fundacion IdiPAZ (Madrid, Espafia) y en el Laboratorio de Terapia Celular del Hospital
Infantil Universitario Nifio Jesus, Instituto Investigacion Sanitaria Hospital La Princesa (Madrid,

Espanfia).

Los procedimientos de experimentacion fueron aprobados por el Comité de ética en
Experimentacién animal del Hospital Universitario La Paz (Madrid, Espafia; CEBA 08/2011). Se
siguieron sus recomendaciones segun la normativa establecida por el Real Decreto 1201/2005

y la directiva europea 2010/63/UE.

3.1.- Modelo animal de TCE

Se utilizan ratas modelo Sprage Dawley, de peso estimado entre 150-200 gramos,
equivalente a nifios de 7 afios de edad (Janvier Labs™, Le Genest-Saint-Isle, Francia). Los
animales son alojados en jaulas (6 animales como maximo) donde la temperatura ambiental
fue de 21°C (+29C), la humedad relativa del 55% (£10%) y los ciclos de luz y oscuridad se
alternan cada 12 horas. La dieta que reciben es completa, consistiendo en un granulado

especial para rata y agua “ad libitum”.

Durante el procedimiento los animales se anestesian mediante la administracion
intraperitoneal de ketamina (25 mg/Kg), diazepam (2 mg/Kg) y atropina (0,1 mg/Kg). Si fuera
necesario, se administra un 25% de la dosis inicial de manera repetida hasta alcanzar el nivel
de analgesia deseado. El animal se fija a un marco esterotaxico (David Kopf Instruments™,
California, USA). Para evitar la hipotermia durante el procedimiento, se mantiene bajo una
ldampara de calor radiante y sobre una manta de calor y se monitoriza la temperatura corporal
mediante una sonda rectal y la saturacion de oxigeno mediante pulsioximetria continua.
Aquellos animales que presentaron valores de saturacion de oxigeno inferiores al 80% durante
cinco minutos, o cuya temperatura corporal fuera inferior a 33 °C, se retiraron del

experimento.

Tras la induccién anestésica, se realiza en condiciones asépticas una craniectomia
izquierda de 4 mm de ancho por 6 mm de largo, conservando la meninge aracnoides

198,199

(ilustracion 16 y 17) . En un sistema de coordenadas, tomando la sutura bregma como

punto inicial (0, 0), las coordenadas de la craneotomia estarian situadas entre anterior (+2,+3),
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medial (-1, 1), lateral (-1, 5) y posterior (-4, 3) (figura 16B). Se exponen de esta manera los
I6bulos parietal y frontal izquierdos, que comprende las regiones M; (corteza motora
primaria), M, (corteza motora secundaria), S;F. (Cx somatosensorial primaria pata anterior),
S;H, (Cx somatosensorial primaria pata posterior), S;DZ (Cx primaria somatosensorial, region
disgranular), S;BF (Cx somatosensorial primaria tronco), S;TR (corteza primaria
somatosensorial), PtA (corteza parietal de asociacién)’®. De manera global, la lesién se
focaliza en el drea motora primaria y secundaria junto con dreas de asociacién primarias y
secundarias que se encargan del movimiento del hemicuerpo contralateral a la lesion (figura

16A).

Se realiza un traumatismo controlado dejando caer un cilindro de metal macizode 35 g
de peso, y 6 mm de diametro, desde una altura de 20 cm a través de un cilindro hueco para
lograr una velocidad de 2 m/s, produciendo de esta manera un TCE moderado, reproduciendo

1 Tras el impacto, se

una lesion local y difusa cerebral simultdneamente (ver figura 14g-i)
realiza el cierre quirdrgico mediante aposicién del musculo temporal y la piel y se sutura con
material reabsorbible. Se administra una dosis de tramadol subcutdnea (2 mg/kg) para control
de la analgesia durante la cirugia, pudiendo repetirse si aparecen sintomas de dolor durante el

postoperatorio en las siguientes 48 horas.

3
s
")
:

Interaural 8.08 mm Bregma -0.92 mm

our

llustracion 16.- Caracteristicas del modelo de traumatismo craneoencefalico. A) Esquema de corte cerebral coro-
nal por el centro de la cranectomia (Bregma -0.92 mm) donde se muestra la localizacién de las principales areas
afectadas por el TCE*®, asi como la zona en la que se administran las células mesenquimales (puntos rojos). B)
Esquema de la estructura dsea craneal de una rata con la imagen superpuesta de la zona de la craneotomia. Se
han marcado los puntos anterior [a (+2, +3)], medial [b (-1, -1)], lateral [c (-1, -5)] y posterior [d (-4, -3) ]que mar-
can la elipse que constituye la craneotomia, segun un sistema de coordenadas esterotaxicas cuya referencia es la
sutura anterior bregma.
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llustracion 17.- Técnica de trauma craneal controlado en el experimento. a) Posicion inicial de la rata previo al
inicio de la intervencion. b) Tras realizarse una incision en la piel en la linea media, y tras retirar el tejido celular
subcutaneo quedan expuestas la sutura bregma (flecha azul, anterior) y lambda (flecha verde, posterior. c) El
musculo temporal se diseca y se rebate, dejando al descubierto el hueso parietal izquierdo; la sutura bregma se
usa como punto de referencia para las coordenadas de la cranectomia. d) Detalle de la punta utilizada para la
realizacion de la cranectomia. e) Reseccion de las capas superficiales del hueso parietal izquierdo, hasta alcanzar
la lamina propia. f) Tras la realizacion de la cranectomia, queda al descubierto el I6bulo parietofrontal izquierdo.
g) Cilindro hueco de veinte centimetros de longitud y cilindro macizo de 35 gramos, con el que se realiza el mode-
lo de traumatismo craneal. h) Detalle de la figura f tras el trauma craneal controlado; se observa un inicio de
hinchazén cerebral y herniacion a través del agujero de la cranectomia. Posteriormente, se sutura el musculo
temporal al tejido celular subcutaneo y a continuacion se sutura la piel mediante puntos sueltos no reabsorbi-
bles. i) 21 dias después del traumatismo craneal, tras la reseccion cerebral en fresco se aprecia en la zona de la
lesion un area deprimida con restos hemorragicos e isquémicos en su interior. El resto de I6bulos cerebrales asi
como el cerebelo muestran macroscépicamente un color y aspecto normal.

3.2.- Aislamiento de células madre mesenquimales de rata

Las células madre mesenquimales se obtienen de cinco ratas Sprague Dawley adultas
(peso aproximado 300 gramos). Tras la induccion anestésica con oxigeno 2% e isoflurano 4%
(Forane, laboratorios Inibsa, Nicholas Piramal Ltd, Londres, ReinoUnido), y mediante técnica

aséptica, se realiza una laparotomia ventral y se extrae el tejido graso inguinal bilateral.
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Posteriormente, en condiciones de esterilidad, se homogeneiza la muestra mediante
métodos mecdnicos. Se incuba con una solucién de colagenasa | al 0,75% (Gibco Ltd, Paisley,
Gran Bretafia) durante 45 minutos a una temperatura de 372C. El contenido se filtra por una
membrana Cell strainer 70um (BD). El material obtenido se centrifuga en una solucién de Ficol-
Paque Plus® (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia), durante 35 minutos a 1500 rpm. Se
extrae la fraccion celular y se resuspende con medio completo. Se centrifugan durante 5
minutos a 1400 rpm y se extraen las células, que se siembran en un flask para cultivo celular
con medio compuesto por Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), glucosa, Glutamax™,

suero fetal bobino (FBS) al 10% y P/S al 1%.

Las células se incuban en CO, 5% recambiando el medio cada semana. Las células no
adherentes fueron desechadas. Tras el crecimiento y confluencia del cultivo primario, se
elimind el medio y se resuspendieron con una solucién de Tripsina 1x y PBS al mismo volumen.
Tras la inactivacién de la tripsina se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm,
resuspendiéndose con suero fetal bovino. Después de 72 horas las MSC se cultivaron con
lentivirus que portaban la proteina fluorescente verde (GFP; concentracién de cultivo: 34

lentivirus/MSC).

3.3.- Identificacion de células mesenquimales

El desarrollo de marcadores de superficie fue evaluado mediante citometria de flujo.
Las MSC se incuban con anticuerpos monoclonales primarios conjugados con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), ficoeriterina (PE) y aloficocianina (APC) segun las instrucciones de la com-
pafiia suministradora. Las células obtenidas fueron testadas frente a anticuerpos anti CD 45-PE
(marcador pan leucocitario), anti CD 90-APC (Thy-1) y anti CD 29-FITC (integrina B1, ITGB1,
molécula de adherencia celular, marcador de célula madre) [Santa Cruz Biotechnology, Inc,

California, USA].
También se realizan cultivos de diferenciacion celular:

a) Diferenciacién osteogénica: Las MSC sin diferenciar no muestran depdsitos de Ca**
en su matriz extracelular, mientras que los osteoclastos y osteoblastos poseen areas extensas
de matriz extracelular célcica tanto in vitro como in vivo. Se siembran células en pasaje 4 en
una densidad de 35.000 cel/cm? en placas de 4. Se incuban en la estufa a 372C con CO, al 5%
toda la noche. A las 24 horas, se observa la morfologia celular y la confluencia al microscopio

Optico. Al alcanzar el 100% de confluencia se agrega 500 ul de medio de diferenciacion (Stem-
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pro Osteogenesis Differentiation kit [Gibco BRL]: DMEM, SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina
al 1%), dexametasona (0,1 uM), B-glicerofosfato (10 Mm) y ascorbato-2 fosfato (50 pg/ml). Se
mantienen en estufa a 372C con CO, 5% durante todo el proceso, y se realiza el cambio de me-

dio cada 4 dias.

Cuando se observan cimulos de minerales y cristales birrefringentes al microscopio (al
cabo de 21 dias), se lleva a cabo la tincion Alizarin Red. Para ello, se prepara una solucion de
Alizarin Red 40 mM en fosfato monosédico (NaH,PO,4 0,1 M, pH 4,3). Las células en las placas
se lavan 2 veces con 0,25 mL/cm” de PBS y se fijan con 0,25 mL/cm? de etanol 70% durante 30
minutos a temperatura ambiente. Después las células se lavan 2 veces con PBS, agregando
0,25 mL/cm? de Alizarin Red 40 mM que se incuba durante 10 minutos a temperatura ambien-
te. Las células en las placas fueron nuevamente lavadas 2 veces con PBS y finalmente se lava-
ron 5 veces con agua bidestilada. Se observan al microscopio dptico, y se toman fotografias de
registro. Dicho procedimiento se realiza tanto en las células mesenquimales transducidas con

la proteina GFP como en las que no se le transdujo.

b) Diferenciacién adipogénica: Se siembran células en una densidad de 25.000 cel/cm®
por pocillo en placas de 4 pocillos. Se incuba en la estufa a 372C con 5% CO, durante un dia. A
las 24 horas, se observan las células al microscopio dptico. Al alcanzar el 100% de confluencia
(aproximadamente el segundo dia), se agrega 500 pl de medio de diferenciacion [DMEM, SFB
10%, Penicilina y Estreptomicina al 1%], junto con dexametasona (0,1 uM), insulina (10 pug/ml)
e indometacina (0,02 mg/ml). Se realizan dos pruebas de diferenciaciéon con sus respectivos
controles negativos, los cuales solo contenian 25.000 cél/cm2 mas 500 pl de medio completo
(DMEM, SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina al 1%), que se cambié cada 4 dias. Se mantienen
en incubacién en estufa a 372C con 5% de CO, durante todo el proceso, y se realiza cambio de

medio de diferenciacion cada 4 dias.

Pasadas 2 semanas se marcan con Oil Red para comprobar la diferenciacién hacia adi-
pocito. Se prepara una solucion de isopropanol 60% a la que se agrega Oil Red hasta generar
una solucidn saturada. Luego se entibia por 20 minutos a 379C y se filtra por un filtro de poros
de 0,2 um para eliminar el exceso de cristales de Qil Red. Las células en las placas se lavan 2
veces con PBS. Luego se agrega Oil Red O y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.
A continuacion, se lava 2 veces con PBS y se observan y fotografian las células que presentaban

gotas de grasa tefiidas de color rojo en su interior.
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3.4.- Injerto de células mesenquimales

A las 24 horas del TCE, se selecciona aleatoriamente a los animales que van a recibir el
trasplante celular (ilustracidn 18). Tras inducir la anestesia y mediante técnica estéril se reabre
la incisidn de la linea media y se expone la regién contusionada del cerebro. Usando una guia
esterotaxica y una aguja de microinyeccién de 26 G (Hamilton Company USA, Reno, Nevada),
se inyectan las células en el drea del impacto y en el area colindante, por debajo de la
superficie cortical. Se utiliza una aguja de punta biselada, con una angulacion de 12° y una
longitud total de 40 mm, reduciendo de esta manera el dafo traumatico al infundir las MSC.
Se realizan 8 inyecciones de 5 uL de PBS, conteniendo cada una 25.000 MSC, insertandolas
durante 10 segundos a 2-3 mm por debajo del cértex, administrando de esta manera
aproximadamente 200.000 MSC por animal (volumen total infundido, 40 uL). Al grupo control
intraparenquimatoso se le realiza el mismo procedimiento, excepto que las inyecciones solo

165

contienen SSF Existe un tercer grupo llamado control simple, al que solo se le realiza el

trauma craneal pero sin manipulacién posterior (ilustraciones 19y 20).
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llustracion 18.- Técnica de infusion intraparenquimatosa de células mesenquimales con estereotaxia. a) Torre de
estereotaxia con aguja intraparenquimatosa montada en brazo acoplable. b) Posicion del animal de experimenta-
cion en la torre de estereotaxia; la sedacion se realiza mediante sevoflurano. c) Vision cenital de la cabeza del
animal fija mediante soportes que se introducen en su pabellén auricular; la mandibula se fija mediante un so-
porte especifico que permite la administracién simultanea de un flujo continuo de sevoflurano para la induccién y
mantenimiento anestésico. d) Se realizan los mismos pasos que para la realizacién del traumatismo craneal con-
trolado mostrados en la figura anterior: reapertura de la piel, diseccién y aposiciéon del musculo temporal, exposi-
cion de la superficie cortical e identificacion de la lesion realizada 24 horas antes; la infusion de células mesen-
quimales se realiza introduciendo estas a través de la aguja biselada, mediante 8 inyecciones en la zona marginal
de la lesidn (volumen total 40 pL, volumen de cada inyeccidn 5 mcL). e) Detalle del cerebro del animal extraido en
bloque, mostrando el area con la lesion focal en el hemisferio izquierdo tras 21 dias de la misma. Macroscépica-
mente, la lesion es similar a la del grupo control: un area central deprimida con tejido necrético y hemorragias
intraparenquimatosas en su interior. f) Aguja Hamilton® utilizada para la infusion de células madre mesenquima-
les: 26 Gy de diametro externo, punta biselada con una angulacién de 122 y volumen total 50 mcL) (detalle de la
punta en el recuadro inferior izquierdo).
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TCE controlado
(N 30)

Grupo 3 (n=10)

Infusion MSC (2*10°)
24 h post TCE

Grupo 1 (n=10) Grupo 2 (n=10)
No infusidn Infusion SSF 24 h post TCE

llustracion 19.- Grupos de experimentacion. MSC: Célula madre mesenquimal; SSF: Suero salino fisioldgico; TCE:
traumatismo craneoencefalico.

GRUPO 1: Control simple

%i o

Sacr|f|C|o T: Test funcionales

S>>

GRUPO 2: Control ip

T T T@
HIE

\: Infusién SSF : Sacrificio  T:Test funcionales *: Histologia, Citometria

T T xS
+7 +14d +21d

\: Infusion 2x10° Msc : Sacrificio T: Test funcionales * : Histologia, Citometria

llustracion 20.- Cronograma de los grupos de experimentacion, mostrando la relacion entre la realizacion del
trauma craneal, la intervencion realizada (infusion de células madre por via intravenosa o intraparenquimatosa),
los test de evaluacidn neurolégica y el momento del sacrificio.

56



Material y métodos

3.5.- Evaluacion neuroldgica

Todas las ratas se evaluaron antes del inicio del experimento. Los test neurolégicos
usados fueron tres: Rotarod, test de Rogers modificado y el Test de la cinta adhesiva
modificado (Modified Sticky tape Test, MST). Se llevaron a cabo por un experimentador que
habia sido instruido en la realizacion de los mismos y que era ciego para el tratamiento
empleado. Se practicaron basalmente y en los dias +2, +7, +14 y +21 tras el traumatismo
craneal. Los sujetos cuyos valores basales no fueron normales, o que presentaron algun déficit

motor o sensitivo, no se consideraron aptos para continuar el experimento.

202-204

El test de Rotarod (Ugo Vasile Srl, Italia) , se realiza colocando al animal de
experimentacién en un rodillo con un movimiento rotatorio (ilustracion 21A). El
experimentador es capaz de seleccionar una velocidad fija o bien la velocidad inicial, la
velocidad final, asi como el tiempo en el que alcanza la velocidad final. Inicialmente se
mantiene a la rata durante un maximo de dos minutos a una velocidad constante de 2 rpm
para conseguir de esta manera su habituacién. Posteriormente, se inicia el test propiamente
dicho, que consiste en incrementar la velocidad desde la inicial de 2 rpm hasta un maximo de
40 rpm, en un tiempo de cuatro minutos. Se registra el tiempo y la velocidad mdaxima hasta
qgue el animal pierde el equilibrio o cae. Si tras cuatro minutos y haber alcanzado la velocidad
maxima el animal no ha perdido el equilibrio, se adjudica la maxima velocidad. Mediante este
test se evalla de manera objetiva la capacidad motora y sensitiva del animal tras un TCE

controlado. Cuanto mayor es la lesidn tras un traumatismo cerebral controlado, menor es el

tiempo y el nimero de revoluciones que alcanza el animal de experimentacion.

El test de Rogers modificado”* %

permite graduar la afectacion motora tras un TCE
(llustracion 21B). Se realiza en un ambiente neutro, sin otros estimulos externos, observando
su movilidad espontanea y alzando al animal de experimentacién por la cola. Se asigna
diferentes puntuaciones segun la movilidad mostrada: 0 puntos, sin déficit neuroldgico; 1
punto: fallo en la extensidn de la pata delantera izquierda; 2 puntos: disminucidn en el agarre
de la pata izquierda cuando se sujeta la cola; 3 puntos: movimiento espontaneo en todas las
direcciones, si se sujeta de la cola movimiento circular contralateral; 4 puntos: movimiento
circular o andar espontdaneamente a la izquierda; 5 puntos: movimiento solo tras estimulo; 6

puntos: falta de respuesta a estimulo; 7 puntos: muerte. Cuando se produce un dafio cerebral

traumatico, aumenta la puntuacion obtenida en este test.
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llustracion 21.- Test funcionales: Rotarod y test de Rogers modificado. A) Rat Rotarod: los animales de experi-
mentacion se situan en un rodillo giratorio programado para alcanzar una velocidad determinada (en nuestro
caso, 40 rpm) en un tiempo dado (4 minutos). El test finaliza cuando el animal cae o pierde el equilibrio, regis-
trandose la velocidad del rodillo y el tiempo que ha permanecido. B) Test de Rogers modificado: se sujeta a la
rata por la cola y se observa el movimiento espontaneo que realiza. También se valora el movimiento espontaneo
en una superficie lisa. Se punttia en una escala subjetiva del 0-7 en funcidn de su respuesta (ver texto para mas
informacion).

El Modified Sticky-tape Test (MST)***® es un test para valorar la integridad
somatosensorial de la rata (ilustracion 22). Para realizarlo, se coloca una cinta adhesiva en una
de las patas delanteras. La respuesta normal consiste en intentar quitdrsela con la boca de
manera continua. En un ambiente neutro, durante un periodo de treinta segundos, se
contabiliza el tiempo total que el animal intenta retirar el estimulo. Se testan tanto el miembro
ipsilateral como el contralateral, no al mismo tiempo, tres veces al dia. Se recogen las dos
mejores puntuaciones y se hace la media de ambas. Tras un dafio cerebral cortical, disminuye

el tiempo que el animal intenta retirarse la cinta adhesiva en el miembro contralateral a la

llustracidon 22.- Test de la cinta modificado (Modified Sticky tape test: MST). A) Respuesta normal observada
antes del trauma craneal: durante la mayor parte del tiempo de observacion, intenta retirarse la cinta adhesiva
de la pata mediante la boca o la pata contralateral. B) Tras la lesion cerebral, el animal presenta una negligencia
contralateral y se presta indiferente a la cinta adhesiva.
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3.6.- Citometria de flujo

Se realiza un lisado de tejido cerebral para determinar la proporcién de MSC en la
muestra total, asi como su supervivencia a lo largo del tiempo. En los dias +2 y +21 tras el TCE,
dos ratas del grupo control (TCE + infusién de SSF) y dos ratas del grupo tratamiento (MSC
2x10° intraparenquimatosas) se sacrifican tras anestesia con Sevoflurano. Posteriormente, se
extraen sus cerebros en bloque. Se retira el cerebelo y tronco del encéfalo, y se separa el

hemisferio izquierdo (donde recibieron el trauma y la infusién) del derecho.

Cada hemisferio se disgrega mediante métodos mecdnicos, y el resultado se purifica
mediante un filtro para criba celular de 40 micrémetros (Falcon BD™, USA). La muestra
obtenida se centrifuga durante 5 minutos a 1500 rpm, y se desecha el sobrenadante. Se

resuspende con PBS y se homogeniza la muestra.

Se realizaron fracciones de los diferentes grupos celulares para conseguir un nimero
similar de células por cada muestra. Se incuban con los anticuerpos anti CD 45-PE, anti CD 90-
APC y anti CD 29-FITC [Santa Cruz Biotechnology, Inc, California, USA]. Otro grupo se incuba sin
anticuerpos, para determinar aquellas células que muestran fluorescencia intrinseca mediante
la expresidon de GFP. En ambas, se afiade 7AAD, lo que permite diferenciar las células viables.
Tanto a las 48 horas como a los 21 dias, se comparan el porcentaje de células mesenquimales
(CD29*%, CD90*, CD45) y células GFP positivas en cada hemisferio y respecto al control

(Citémetro BD FacsCanto™ Il, BD Biosciences, Nueva Jersey).

3.7.- Estudio anatomopatologico
Se realiza en el grupo control ip y tratamiento ip, a las 48 horas y 21 dias del TCE. Se
procesan tinciones de hematoxilina eosina, e inmunohistoquimica para detectar GFP,

vimentina y Nestina.

El sacrificio del animal se produce, previa anestesia con Sevoflurano inhalado,
mediante decapitacion. Se resecan los cerebros en bloque, y se introducen en formol al 4%
durante 48 horas. Se procesa el tejido mediante hidrataciones crecientes de alcohol, tras lo
cual se incluyen en parafina. Se realizan secciones histoldgicas de 2 um de grosor por animal a
la altura del traumatismo craneal (bregma +3mm hasta bregma -5 mm) mediante un
micrétomo (separacion 10 um en cada corte). Los cortes de parafina se introducen en una
estufa durante 30 minutos a 60°C, y posteriormente se sumergen en xilol durante 15 minutos.

Se hidratan en concentraciones decrecientes de alcohol (alcohol absoluto, alcohol 96%, alcohol
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70%, cada uno de ellos durante 5 minutos). Se lavan con agua destilada y se introducen en la
solucién de hematoxilina durante 5 minutos. Se lavan en agua durante 2 minutos transcurridos
los mismos se lavan en agua destilada durante 2 minutos. Se introducen en eosina alcohdlica
un minuto. Posteriormente se deshidratan en soluciones de alcohol crecientes (alcohol 70%,

alcohol 96%, alcohol absoluto, xilol).

Se procesan las muestras segun técnicas histolégicas de vimentina, nestina e
inmunofluorescencia para GFP. Tras la desparafinizacién, se realizan banos en xilol durante
cinco minutos cada uno, e hidratados en una serie de alcoholes progresivamente de mayor
graduacién. El antigeno de los cortes se recobré mediante un método de recuperacidn basado
en un buffer de citrato. Las peroxidasas enddgenas se inhibieron mediante incubacion con
H,0, al 3% y PBS. La tincidn inespecifica se bloqued con una mezcla de dos sueros diferentes al
1,5% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de ello, los cortes se
incubaron con una mezcla del anticuerpo primario anticuerpo monoclonal de ratén anti GFP
(eGFP B2, Santa Cruz Biotechnology®, California), Vimentina y Nestina (Leica Biosystems,
Suiza). Las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario 1gG-FITC de cabra anti-ratén
(goat anti-mouse IgG-FITC, Sc-2010, Santa Cruz Biotechnology®, California, USA) en una

dilucién de 1:50 en buffer PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente.

a.- Hematosilina eosina
La tincién de hematoxilina eosina se usd para identificar morfolégicamente las MSC y

las lesiones secundarias al DCT.

Se analizd el tamafio de la lesién y la presencia de progenitores neuronales en la zona
granular del hipocampo y de la zona subventricular. El area lesionada se definié como la zona
con presencia de hemorragia y signos de degeneracion celular y despegamiento meningeo en
la zona del TCE. Se midié a los 21 dias del TCE. El area lesionada se calcula mediante la
diferencia entre el area sana contralateral menos la ipsilateral, y se expresa como porcentaje
respecto al cerebro contralateral, lo que permite corregir el efecto del edema cerebral. Se
tomaron varias mediciones a través de los cortes de hematoxilina eosina que atravesaban la

zona de la lesion'®12%%2%0

Tras un TCE, las neuronas del hipocampo son vulnerables, disminuyendo de manera
significativa en el giro dentado y regiones CA1y CA3 (ilustracion 23)*'’. Dicha pérdida neuronal

se asocia con los déficits motores y de aprendizaje observados a largo plazo®™. Las células
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neuronales progenitoras se calcularon midiendo el nimero de células granulares en el giro
dentado y de células piramidales en la region CA1 y CA3 del hipocampo por campo de 40

212 Se midié la poblacién celular en la zona ipsilateral y contralateral a la lesién,

aumentos
tanto en el grupo control ip como en el de tratamiento ip. Aunque la tincién de HE no es

especifica de células neuronales, su morfologia caracteristica permitieron el contaje.

Las células granulares muestran un nucleo con acimulo de granulos en su interior, con
un citoplasma redondo. Las células piramidales muestran un ndcleo mas denso, junto con una

estructura geométrica (piramidal) de su citoplasma, sin presencia de granulos.

llustracion 23.- Estructura de hipocampo de rata sobre cortes histoldgicos tefiidos con técnica Nissl (azul de tolui-
dina), tras inclusion con parafina. A) Visidn macroscopica a la altura del hipocampo (aproximadamente —3 mm
respecto a Bregma). B) Zona ampliada en A (recuadro verde) mostrando la morfologia del hipocampo. C) Repre-
sentacion esquematica sobre la figura B, donde se muestra el Cuerno de Amoén y sus divisiones (CA1-4), asi como
el Giro dentado (GD) y el subiculo (SB). CA: Cuerno de Amén; DG: Giro dentado; SB: Subiculo.

b.- Inmunohistoquimica GFP

Mediante esta técnica se identifican a las células que expresan la proteina GFP en su
citoplasma. Las células GFP positivas mostraban fluorescencia verde al examinarlas con el
microscopio de campo oscuro. Se determinaron el nimero de células GFP positivas por campo

de veinte aumentos, en la zona lesionada, en la zona contralateral y en el grupo control.

c.- Inmunohistoquimica vimentina

La vimentina es una proteina de tipo filamento intermedio tipo lll. Forma parte del
citoesqueleto celular. Se expresa principalmente en el citoesqueleto de células
mesenquimales, por lo que se usa como su marcador. Puede encontrarse en células que

realizan la transicidn epitelial a mesenquimal dentro del desarrollo normal o tumoral®®®.

Se contabilizaron el nimero de células vimentina positivos por campo de cuarenta
aumentos, de la zona lesionada, asi como del grupo control a las 48 horas y 21 dias del TCE.
Las células vimentina positivas son aquellas que muestran una tincion parduzca alrededor de

su nucleo. Las célula vimentina negativa muestran una tincidn azulada alrededor de su nucleo.

61



Material y métodos

d.- Inmunohistoquimica nestina
La nestina es una proteina tipo filamento intermedio, que se expresa en multiples
células durante su desarrollo, aunque no en su etapa madura. Se expresa en los precursores

143,148

neuronales de la capa subgranular del hipocampo en la ZSV y su expresiéon disminuye tras

la formacién de las células maduras, siendo sustituida por la GFAP, por ejemplo”**.

Se determind el numero de células nestina + en microscopia O6ptica de veinte
aumentos. Las células nestina positiva presentan una tincidon granular alrededor del nucleo
central. Se contabilizaron en dos regiones, en la zona subventricular y en el giro dentado del
hipocampo, dado que estas zonas son las que acogen las CNP en el cerebro adulto'*. Se
compararon el grupo tratamiento ip frente al grupo control ip, tanto a las 48 horas como a los

21 dias del TCE.

3.8.- Estimacion del tamafio muestral

Para estimar el tamafio muestral en los estudio de contraste de hipdtesis hay que co-
nocer la magnitud de la diferencia que se pretende demostrar, la seguridad del estudio (riesgo
de cometer un error tipo a o tipo |), el poder estadistico del estudio (riesgo de cometer un
error tipo B o tipo Il), y si el contraste de hipétesis es uni o bilateral. En nuestro experimento,
los valores arbitrarios de a y B se fijaron en 0,05 y 0,8, respectivamente. Se eligié un contraste
de hipdtesis unilateral, porque estimamos que la diferencia entre el grupo control y el trata-
miento supone un beneficio (mejoria de la funcidn neuroldgica), por lo que la diferencia siem-
pre va dirigida hacia un lado (también se podria estimar mediante contraste bilateral). Por
ultimo, la magnitud de la diferencia se estimé mediante un estudio piloto en el que las dife-
rencias entre el grupo de tratamiento y placebo fueron: Tiempo hasta la caida en el Rotarod:
50%; mayor numero de rpm en Rotarod: 50%; la puntuacion en el MST: 16,9%; y puntuacion
en el test de Rogers: 58%. La media de la diferencia de las distintas escalas de valoracién fue

de aproximadamente el 45%.

Usando los valores anteriormente descritos, se obtiene que n=10 animales por cada

grupo de experimento.
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3.9.- Analisis estadistico

Los resultados de los test funcionales se expresan como mediana y desviacion estan-
dard, salvo que se especifique lo contrario. Dado que los datos no siguen una distribucién
normal y el escaso numero de animales a estudio, se utilizaron de manera preferente test no

paramétricos para su analisis.

Para valores independientes, el test usado fue la U de Mann-Withney (significacion
unilateral) para comparar dos categorias y la prueba de Kruskall-Wallis para mas de dos cate-
gorias. Para variables dependientes, se determiné la distribuciéon de normalidad de los datos
mediante una prueba de Saphiro-Wilk. Si los datos no presentaban una distribucién normal, se
realizé un test de Wilcoxon, mientras que si lo seguian, se aplicé la t-Student para datos de-

pendientes.

Se considerd una diferencia significativa aquella en el que el valor de p fuera igual o
menor a 0,05. Se usd el paquete estadistico IBM SPSS statistics (version 19, IBM Company®,

Nueva York, Estados Unidos).

3.10.- Captura y procesamiento de imagenes

Las imagenes mostradas fueron tomadas mediante una camara digital Leica DFC425-C
acoplada a un microscopio éptico (Leica Microsystems, Suiza) y con el programa informdtico
Leica Aplication Suite (Leica Microsystems, Suiza, versién 3.6.0). Las imdgenes de las técnicas
de histologia e inmunohistoquimica se han procesado, realizando ajustes de saturacion, con-
traste y brillo mediante el programa Adobe® Photoshop® Lightroom® (versién 4.4, Adobe Sys-

tems Incorporated, San José, California) para mostrar mas claramente los datos obtenidos.
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4.- Resultados

4.1.- Aislamiento de células madre mesenquimales

4.1.1.- Identificacion mediante citometria de flujo
Tras el aislamiento y purificacién celular, se obtuvo un grupo de células positivas para
los marcadores CD 90 y CD 29 (> 95%). Dichas células fueron negativas para CD45 (< 2%). Den-

tro de ellas, el porcentaje de células GFP positivas era superior al 85% (ilustracién 24).
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llustracion 24.- Marcadores de células troncales mesenquimales. Se muestran los histogramas de distri-
bucion de la muestra de MSC obtenidos tras el marcaje con los anticuerpos CD29-FITC, CD45-PE y CD90-
APC. En la fila superior, se muestra el marcaje de una poblacién de células de referencia, negativa para
todos los marcadores. En la fila inferior se muestra la poblacion de MSC, positivas para CD29 y CD 90, y
negativas para CD45 de nuestro estudio. En el grafico de la derecha aparece la misma muestra de MSC,

segun la expresion de GFP (color verde, mas del 85%) o no (color azul). GFP: Proteina verde fluorescente;
MSC: célula troncal mesenquimal.

4.1.2.- Diferenciaciéon morfoldgica

La morfologia inicial correspondia a células de aspecto fusiforme, adherentes al plasti-
co, coincidentes con MSC (ilustracion 25). Tras su cultivo en medios de diferenciacién especifi-
cos, las MSC adquirieron morfologia de adipocitos y osteocitos. La tincién con alizarin red de-
mostré la presencia de depdsitos cdlcicos en la matriz extracelular. La tincién de oil red demos-

traba depdsitos intracelulares en forma de vacuolas de contenido graso, desplazando el nucleo

celular, tipicos de los adipocitos.

Esta diferenciacidn se consiguié tanto en las MSC purificadas inicialmente (GFP negati-
vas) como en aquellas en las que la se incubaron con lentivirus con GFP (GFP positivas). La

expresion de GFP en las células permanecia a pesar de la diferenciacién a células maduras.
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llustracion 25.- Imagenes tomadas mediante un microscopio invertido que muestran los fenotipos celulares ob-
tenidos mediante incubacién con medio especifico de diferenciacion y posteriores tinciones. a) MSC cultivadas en
medio estandar. Muestran morfologia tipica de MSC indiferenciada (células fusiformes y espiculadas) alcanzando
un 100% de confluencia. b) MSC cultivadas durante un periodo de 21 dias en medio de diferenciacion de osteoci-
tos. C) MSC cultivadas con el medio de diferenciacidn de osteocitos y tefidas con Alizarin red. Se observa la colo-
racion rojizo-anaranjada que demuestra la diferenciacion de MSC en osteocitos. d, e y f) Visualizacion mediante
microscopio de campo oscuro de MSC indiferenciadas, MSC cultivadas con medio de diferenciacién, y MSC culti-
vadas con medio de diferenciacion y marcadas con alizarin red, respectivamente. Todas ellas son el mismo campo
que en su microscopio de luz blanca. Se observa la intensa birrefringencia verde, caracteristica de células que se
han marcado con GFP (GFP positivas). Esta caracteristica se mantiene a pesar de su diferenciacién a osteocito. g)
MSC cultivadas durante 14 dias en un medio de diferenciacion de adipocitos. h) MSC cultivadas con un medio de
diferenciacion de adipocitos y teiidas con Oil red. Se observa la tincidn rojiza de vacuolas citoplasmaticas conflu-
yentes cargadas de lipidos que desplazan el nuleo a la periferia (recuadro). i y j) Visualizacion mediante microsco-
pio de campo oscuro de MSC cultivadas con medio de diferenciacion de adipocitos, y MSC cultivadas con medio
de diferenciacion de adipocitos y tenidas con Oil Red, respectivamente. Ambas son el mismo campo de visualiza-
cion que las mostradas en la imagen G y H. Se observa la intensa birrefringencia verde de los nucleos celulares,
caracteristicas de las células en las que el lentivirus inserté el GFP. Al igual que las células diferenciadas a osteo-
cito, esta caracteristica se mantuvo a pesar de su diferenciacion final. MSC: Célula madre mesenquimal. GFP:
Proteina fluorescente verde. Las imagenes mostradas en a, b, d, e, g e i, corresponden a imagenes en 4 aumentos;
el resto, estan tomadas con cuarenta aumentos.
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4.2.- Test funcionales
En el MST (ilustracion 26a y 27), tras un descenso inicial, se produce una mejoria pro-
gresiva en el porcentaje de tiempo en el que el animal de experimentacidn trata de retirarse la

cinta adhesiva. No existen diferencias significativas entre los grupos de experimento.

En el test de Rogers (ilustracion 26b y 28), tras el TCE se produce un aumento en las
puntuaciones lo que refleja una mayor lesion motora. Mas tarde se normaliza hasta alcanzar
los niveles basales. Esta mejoria se produce en todos los grupos de estudio, y existe una dife-
rencia significativa cuando se compara las puntuaciones a los 7 y 14 dias del TCE (7 dias,
p=0.038; 14 dias p=0.035). En ambas, el grupo de tratamiento tiene una puntuacién menor
qgue en el grupo control. Cuando se realizan comparaciones uno a uno, a los 7 dias existe me-
nor puntuacion en el grupo de tratamiento ip frente al grupo de control simple (p=0,016). A los
14 dias existe diferencia entre el grupo de tratamiento ip frente al control ip (p= 0,021). Sin
embargo, al finalizar el experimento, los tres grupos mejoran sus puntuaciones hasta casi al-

canzar las puntuaciones iniciales y sus diferencias desaparecen.

En la evaluacion con el Rotarod (ilustracion 26¢-d, 29 y 30), tanto el tiempo maximo al-
canzado respecto a sus puntuaciones basales como el nimero de revoluciones por minuto
(rpm) maximas empeoran o se mantienen iguales inmediatamente tras el TCE (48 horas) para
mejorar después en las evaluaciones a los 7, 14 y 21 dias. Existe diferencia significativa entre
los tres grupos en estos tres puntos de evaluacién (7 dias p=0,004 ; 14 dias p=0,015 ; 21 dias,
p=0,03). El grupo con mayor puntuacion es el grupo de tratamiento ip. Sus valores son casi el
doble respecto al grupo de control simple o control ip, aparecen desde el dia 7 y se mantiene

hasta el dia 21.

Cuando se realizan comparaciones entre pares, a los 7 dias los animales del grupo de
tratamiento ip alcanzan de media el doble de rpm que los del grupo de control ip y control
simple (p= 0,023 y p= 0,007, respectivamente). A los 14 dias el grupo de tratamiento ip tam-
bién tienen mayores puntuaciones medias que los grupos de control ip y control simple (p
=0,011, p = 0,022). A los 21 dias, tienen una mayor puntuacién media que el grupo de control
ip (p= 0,02). Aunque con diferente nivel de significacion, los mismos resultados se obtienen
cuando se compara, en vez del nimero de rpm maximo alcanzado, el tiempo maximo alcanza-

do durante la realizacion del test del Rotarod.

No se produjeron fallecimientos relacionados con la administracién intraparenquima-

tosa. Se produjeron fallecimientos en relacién con la administracion de la anestesia (por de-
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presion respiratoria) y el periodo postoperatorio inmediato (primeras seis horas), sin diferen-

cias entre los grupos de experimentacion.

Sticky Tape test Test de Rogers
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llustracion 26.- Resultados de los test funcionales en los grupos de experimentacion. Los asteriscos muestran la
existencia de una diferencia significativa entre el grupo control simple, control intraparenquimatoso y tratamien-
to intraparenquimatoso. Escala Sticky tape test en porcentaje del tiempo total. Escala de Rotarod-rpm y Rotarod-
tiempo en porcentaje sobre la media basal inicial. Se muestra el valor representado en cada muestra junto con su
error estandar de la muestra * Diferencia significativa entre los tres grupos con p < 0,05. ¥: Diferencia significativa
entre los tres grupos con p < 0,01.

87 0 26 36 86
Control (7,9) (0) (16,6) (19,3) (9,3)

82 22 60 83 87
Control ip (11,3) (22,6) (37,6) (21) (15,7)

87 14 33 62 56
Tto ip (6,9) (20) (28,6) (27,2) (33,8)
Significacion (p) ns ns ns ns ns

llustracion 27.- Resultados del Sticky tape test en los grupos de experimentacion, expresa-
do como porcentaje del tiempo total. Los resultados vienen expresados en medias simples;
el nimero entre paréntesis expresa la desviacion estandar. Ns: no significativo. Control:
Traumatismo craneal controlado sin intervencién. Control ip: TC controlado e infusion in-
tralesional de suero salino. Pretto: previo al tratamiento. Tto ip: TC controlado e infusion
intralesional de células mesenquimales.
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Rogers Pretto 48h 7d 14d 21d
0 1,7 2,3 0,8 0,3
Control (0,82) (0,52) (0,75) (0,52)
0 2,2 1,3 1 0,5
Control ip (0,92) (1,06) (0,6) (0,52)
0 1,8 1,1 0,3 0,5
Tto ip (0,92) (0,88) (0,48) (0,71)
Significacion (p) ns ns 0,038 0,035 ns

llustracion 28.- Resultados del test de Rogers. Los resultados vienen expresados en medias
simples; el nimero entre paréntesis expresa la desviacion estandar. Ns: no significativo.
Control: Traumatismo craneal controlado sin intervencion. Control ip: TC controlado e in-
fusion intralesional de suero salino. Pretto: previo al tratamiento. Tto ip: TC controlado e
infusidn intralesional de células mesenquimales.

Rotarod rpm % Pretto 48h 7d 14d 21d
100 74,5 74,5 75,8 133,8
Control (35) (24) (35) (29)
100 85,5 110,2 85,2 113,3
Control ip (38) (24) (37) (36)
100 98,3 160,9 167,8 208,7
Tto ip (56) (58) (88) (105)
Significacion (p) ns ns 0,004 0,017 0,03

llustracion 29.- Resultados del test de Rotarod, nimero de revoluciones por minuto maxi-
mas alcanzadas. Los resultados se expresan en % respecto a la media basal de cada grupo.
Entre paréntesis, la desviacion estandar. Ns: no significativo. Control: Traumatismo craneal
controlado sin intervencion. Control ip: TC controlado e infusion intralesional de suero sa-
lino. Pretto: previo al tratamiento. Tto ip: TC controlado e infusién intralesional de células
mesenquimales.

Rotarod Tiempo % Pretto 48h 7d 14d 21d
100 71,8 69,8 71,2 139
Control (35) (19) (39) (30)
100 89,6 116,9 91,1 116,9
Control ip (44) (27) (42) (39)
100 95,2 166,2 171,8 222,8
Tto ip (64) (66) (99) (118)
Significacion (p) ns ns 0,003 0,039 0,05

llustracion 30.- Resultados del test de Rotarod, tiempo maximo alcanzado. Los resultados
se expresan en % respecto a la media basal de cada grupo. Entre paréntesis, la desviacion
estandar. Ns: no significativo. Control: Traumatismo craneal controlado sin intervencion.
Control ip: TC controlado e infusidn intralesional de suero salino. Pretto: previo al trata-
miento. Tto ip: TC controlado e infusidn intralesional de células mesenquimales.
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Resultados

4.3.- Supervivencia y diferenciacion de trasplante celular

4.3.1.- Citometria de flujo
Se procesaron muestras en los dias +2 y + 21 tras el trauma craneal controlado (24

horas y 20 dias tras el trasplante celular, respectivamente).

Para identificar el grupo de células mesenquimales, de todos los eventos adquiridos
(10° eventos/tubo citometria, color blanco en la figura 31) se seleccioné la poblacién celular
gue reunia las caracteristicas adecuadas de tamafio y complejidad (Poblaciéon 1=P4, color rojo).
Dentro de ella, se escogieron las células 7-AAD negativas, es decir, aquellas viables (Color azul,
P,). Posteriormente, se eligieron las células CD29" y CD45 (Color verde, Ps). El anticuerpo
CD90 APC marcaba de manera global a todas las células de la muestra, sin permitir diferenciar
grupos celulares, por lo que, aunque usado, no resultd de utilidad. Se expresan porcentaje de

células respecto a las células totales (P.).

De manera analoga, se repitid el experimento pero sin utilizar anticuerpos de marcaje,

buscando la fluorescencia intrinseca de las MSC marcadas con GFP.

48 HORAS-CD1 1

b 48 HORAS-CD1_1 »

__48 HORAS-CD1_1_

x1

200

200

250
(x 1,000)

SSC-A
#3\

50 100

150
FSC-A

7AAD 3PerCP- Cy5-5-A

200 260
(x 1.000)

FSC-A

200

250
(x 1,000)

CD29 FITC-A

48 HORAS-CD1

CD29 FITC-A

48 HORAS-CI1 1

100 150 200
FSC-A

100 150 200
FSC-A

250 250
(x 1,000) (x 1,000)

llustracion 31.- Método utilizado para la determinacion de células troncales mesenquimales (MSC) en tejido
cerebral. a) Eventos adquiridos (1*106) distribuidos mediante su tamaiio y complejidad. b) Las células rojas son
las que contienen las caracteristicas tipicas de MSC (Poblacion 1=P1). c) Se seleccionan las células negativas para
7AAD, es decir, las células viables (P2). d y e) De ellas, se escogen las que muestran positividad para CD29 (P3),
existiendo una diferencia notable entre el hemisferio que sufrio la lesion y se infundié SSF (Figura 27d), respecto
a las que han recibido un trasplante de MSC-a (Figura 27e). La cuantificacion de esta diferencia asi como su nivel
de significacion se muestra en las siguientes secciones.
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Resultados

a) Identificacion de células CD29" a las 48 horas del TCE
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llustracion 32.- Grafico de la citometria en los animales de experimentacion a las 48 horas de un trauma craneal
controlado (hemisferio izquierdo). La altura de la barra viene determinada por la media del porcentaje de células
CD29+ frente al total de eventos registrados. Las barras muestran el error estandard de la media. Ctr: animales
que han sufrido un traumatismo craneal, y 24 horas después se les ha administrado suero salino fisiolégico intra-
parenquimatosamente ipsilateral a la lesion (hemisferio izquierdo). Tto: animales que han sufrido el mismo
trauma craneal que los anteriores, y 24 horas después se les ha administrado células madre mesenquimales
intraparenquimatosamente (2*10° células/animal) ipsilateral a la lesién (hemisferio izquierdo)

A las 48 horas, se identifica mayor nimero de células CD29" (marcador de célula me-
senquimal) en el hemisferio izquierdo del grupo de tratamiento (TCE + trasplante) que en el
mismo hemisferio del grupo control ip (llustarciéon 32, TCE+SSF; p =0,028). Se detectaron 1.4
veces mas células CD29" en el grupo tratamiento que en el grupo control. También se encon-
traron mayor nimero cuando se compara, en el grupo tratamiento, el hemisferio izquierdo

frente a su contralateral (p < 0,001).

También se detecta un leve incremento de células CD29" en el hemisferio derecho del

el grupo tratamiento respecto al mismo hemisferio del grupo control (p = 0,03).
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Resultados

b) Identificacion de células CD29" a los 21 dias del TCE
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llustracion 33.- Grafico de la citometria cerebral en los animales de experimentacion a los 21 dias de un trau-
ma craneal controlado. La altura de la barra viene determinada por la media del porcentaje de células CD29"
frente al total de eventos registrados. Las barras muestran el error estandard de la media. 1zq: Hemisferio
donde se ha realizado un trauma craneal controlado y 24 horas después se ha administrado células mesen-
quimales (2*105 MSC) perilesionalmente. Dcho: hemisferio derecho, contralateral al anterior.

A los 21 dias, cuando se compara el porcentaje de células CD29" en los hemisferios que
recibieron el traumatismo craneal entre el grupo de trasplante y el que no lo recibid, no se
observan diferencias significativas (ilustracion 33). Fue levemente mayor la proporcion de es-
tas células en los hemisferios que recibieron tratamiento con MSC, respecto a su control, pero

sus intervalos de confianza eran demasiado amplios como para alcanzar significacion.
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Resultados

C) Identificacion de células GFP + a las 48 horas del TCE
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llustracion 34.- Grafico de la citometria cerebral en los animales de experimentacion a las 48 horas de un trauma
craneal controlado. La altura de la barra viene determinada por la media del porcentaje de células GFP+ frente al
tot