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1. TRAUMATISMO CRANEOENCEFÁLICO (TCE): ASPECTOS 

GENERALES 

 

Las lesiones traumáticas cerebrales se deben fundamentalmente a la 

intensidad y rapidez con que la energía causante del trauma actúa sobre el 

cráneo, se puede definir como cualquier lesión física o deterioro funcional del 

contenido craneal secundario a un intercambio brusco de energía mecánica. 

Los TCE pueden tener consecuencias fatales o causar distintos grados de 

deficiencias físicas o mentales, incluso puede sobrevenir la muerte 

inmediatamente después del accidente traumático o a las horas o días debido a 

las complicaciones tardías que surgen tras el daño inicial. 

 

1.1. EPIDEMIOLOGÍA: 

 

En la actualidad el TCE es una de las principales causas de muerte e 

incapacidad en los países desarrollados. Además, representa un gran 

problema de salud pública ya que afecta mayoritariamente a la población joven, 

siendo la principal causa de muerte en personas menores de 45 años de edad 

(Langlois et al, 2006). Los pacientes que sobreviven a un daño cerebral pueden 

sufrir déficits permanentes en su función motora y sensorial, lo cual conduce a 

una disminución en su calidad de vida (Hawthorne et al, 2009). El nivel de los 

déficits adquiridos depende de la gravedad de trauma.  

 

De acuerdo con estudios epidemiológicos existentes, la incidencia anual es de 

aproximadamente 200 casos por 100.000 habitantes, en los países 

industrializados la causa mas frecuente de TCE son los accidentes de tráfico 

(Thurman y Guerrero, 1999; Bruns y Hauser, 2003; Prieto et al, 2009). Existe 

una relación hombre/mujer de 3/1, siendo el grupo de edad de mayor riesgo el 

comprendido entre 15 y 25 años de edad (Prieto et al, 2009).  

INTRODUCCIÓN 
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En una revisión epidemiológica realizada entre la población Europea se estima 

que la incidencia del daño cerebral traumático (hospitalizado) es de alrededor 

235 casos por 100.000 habitantes y por año, con un 10% de víctimas mortales 

(Taglieferri et al, 2006). En España, no se dispone de datos fiables en cuanto a 

la incidencia anual, pero se estima que la mortalidad anual asociada a un TCE 

es entre 4.000 y 5.000 personas, y alrededor de unas 100.000 personas 

requieren ser hospitalizadas, de donde un porcentaje elevado de los pacientes 

que sobreviven presentan importantes secuelas neurológicas (Vaquero y 

Rodríguez-Boto, 2007). 

 

CLASIFICACIÓN DE LOS TRAUMATISMOS CRANEOENCEFÁLICOS 

(Vaquero 2006; Vaquero y Rodríguez Boto, 2007) 

TIPO DE 

TRAUMATISMO 

Traumatismos abiertos 

Traumatismos cerrados 
 

TIPO DE LESIÓN 
Penetrante 

No penetrante 
 

TIPO DE DAÑO 

CEREBRAL 

LESIONES 

FOCALES 

Contusiones cerebrales   

Hematomas intracraneales 

Epidural  

Subdural 

Intraparenquimatosa 

LESIONES DIFUSAS 
Daño axonal difuso (DAD) 

Edema cerebral difuso (ECD).  

TIPO DE DAÑO 

TISULAR 

LESIONES DEL CUERO CABELLUDO  
Heridas epicraneales 

Hematomas epicraneales 

LESIONES DEL 

CRÁNEO 

De la bóveda craneal  
Fracturas lineales 

Fracturas deprimidas 

De la base del cráneo 

Peculiares de la 

infancia 

Fracturas evolutivas 

Fracturas en pelota de ping-pong 

LESIONES ENCEFÁLICAS 

Síndrome de conmoción cerebral 

Síndrome de contusión-edema traumático 

Daño axonal difuso 

SECUELAS 
Escala de coma de Glasgow 

Escala de recuperación de Glasgow 

Tabla 1: Clasificación de los TCE en función del tipo de trauma, lesión, daño cerebral 
o daño tisular y los métodos de valoración de las secuelas neurológicas asociadas a la 
lesión. 
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1.2. CLASIFICACIÓN DE LOS TCE: 

 

En cuanto a la clasificación de las lesiones traumáticas craneoencefálicas 

(Tabla 1) es clásico distinguir entre TCE abiertos y cerrados, entendiéndose 

como abiertos aquellos en los que tiene lugar la rotura de la duramadre; 

producida por un traumatismo penetrante o no penetrante, y originando daño 

tisular a nivel del cuero cabelludo, de los huesos craneales, de las meninges y 

del parénquima cerebral, o de la suma de todos ellos (Vaquero 2006; Vaquero 

y Rodríguez-Boto, 2007).     

 

 

 

 

 

COMPLICACIONES DE LOS TCE   

PRECOCES 

De tipo vascular 

Hematoma epidural 

Hematoma subdural agudo 

Hematomas intracerebrales 

Fístulas carótido-cavernosas 

Isquemia cerebral 

Aneurismas traumáticos 

Otras complicaciones 

Lesiones de pares craneales 

Fístulas de LCR 

Meningitis 

Epilepsía precoz 

Neumoencéfalo 

Hidrocefalia 

TARDÍAS  

Hematoma subdural crónico 

Fístulas carótido-cavernosas 

Hematomas tradíos 

Osteomelitis y abscesos 

Hidrocefalia arreabsortiva 

Epilepsia postraumática 

Síndrome postraumático 

Tabla 2: Complicaciones en la evolución de un TCE, donde se incluyen 

complicaciones precoces y complicaciones tardías. 
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Según el tipo de daño cerebral se pueden diferenciar dos grandes grupos de 

lesiones cerebrales: difusas y focales. Las lesiones cerebrales focales son 

fácilmente identificables e incluyen las contusiones cerebrales y los hematomas 

intracraneales, ya sean de localización epidural, subdural o intra-

parenquimatosa. Por lo contrario, las lesiones difusas no son fáciles de 

identificar, ya que incluyen el daño axonal difuso (DAD) y el edema cerebral 

difuso (ECD). En el caso de un paciente que ha sufrido un TCE, hay que tener 

además en cuenta que existen toda una serie de factores que condicionan la 

mayor o menor gravedad del trauma según el alcance de las lesiones 

encefálicas producidas, así como una serie de complicaciones de tipo precoz y 

de tipo tardío en la evolución del mismo (Tabla 2).  

 

 

 

 

 

ESCALA DE COMA DE GLASGOW (GCS)   

APERTURA DE LOS OJOS 

Nunca 

Abre ante un estímulo doloroso 

Abre tras un estímulo verbal 

Espontáneamente 

1 

2 

3 

4 

MEJOR RESPUESTA VERBAL 

No responde 

Emite sonidos incomprensibles 

Palabras inapropiadas 

Conversa, pero está desorientado 

Conversa y está orientado 

1 

2 

3 

4 

5 

MEJOR RESPUESTA MOTORA 

No responde 

Extensión (rigidez de descerebración) 

Flexión anormal (rigidez de descorticación) 

Flexión de retirada 

Localiza dolor 

Obedece ordenes 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

Total 15 

TCE leve : GCS 15-14;  TCE medio : GCS 13-9;  TCE grave : GCS < 9 

Tabla 3: Escala de coma de Glasgow sobre 15 puntos para valorar la situación 

clínica de un paciente con un TCE a través de su capacidad de respuesta de 
apertura ocular, verbal y motora. 
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En ocasiones la valoración clínica a nivel de conciencia es difícil debido al 

estado del paciente, por lo que se suele realizar una primera clasificación y 

valoración clínica mediante la llamada Escala de coma de Glasgow (“Glasgow 

Coma Scale”, GCS; Teasdale y Jennett, 1974) (Tabla 3). La GCS evalúa tres 

tipos de respuesta de forma independiente: ocular, verbal y motora; y nos da 

una aproximación general del estado del paciente: leve, moderado y grave.  

 

 

 

 

 

El TCE produce toda una seria de eventos que evolucionan durante semanas 

después del trauma. Con el paso de los meses aparecen cuadros más 

estables, que pueden afectar a todos los ámbitos de la vida del individuo. En 

algunos casos las secuelas son graves y perduran toda la vida, mientras que 

en los casos más leves, se recuperan todas las funciones normales. Los 

síntomas más comunes asociados a un paciente con un TCE son los motores y 

los de comunicación, pero no son los únicos ni los que tienen mayor 

transcendencia para la reinserción laboral y familiar de los pacientes. La Escala 

de resultados de Glasgow (Jennett y Bond, 1975) nos ayuda a conocer el 

estado de un paciente que ha sufrido un TCE y cuyos síntomas ya se han 

estabilizado  (Tabla 4). 

 

1.3. FISIOPATOLOGÍA DEL TRAUMA CEREBRAL: 

 

Cuando sucede una lesión cerebral se activan multitud de eventos a nivel 

celular, los cuales afectan a las neuronas, células gliales y células vasculares; 

la evolución de dichos eventos determina la extensión de la lesión cerebral y 

ESCALA DE RESULTADOS DE GLASGOW  

Muerte 

Estado vegetativo (incapaz de interaccionar con el medio que le rodea) 

Discapacidad grave (obedece órdenes, incapaz de vivir independiente) 

Discapacidad media (capaz de vivir independiente, incapaz de trabajar) 

Buena recuperación (capaz de volver al trabajo) 

1 

2 

3 

4 

5 

Tabla 4: Escala de recuperación de Glasgow sobre 5 puntos para valorar la 
capacidad de integración en el trabajo e independencia de un paciente tras un 
TCE. 
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por tanto el nivel de déficit neurológico adquirido. Todo ello hace que las 

lesiones anatomopatológicas que se producen tras un TCE sean muy variadas, 

donde la localización de la lesión y la escasa capacidad del cerebro para su 

recuperación funcional son factores determinantes de la morfología de los 

traumatismos del Sistema Nervioso Central (SNC) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La principal dificultad a la hora de comprender la evolución de un TCE es que 

las diferentes vías fisiopatológicas se suceden o aparecen de forma 

simultánea, estableciéndose estrechas relaciones entre ellas. Dichos 

fenómenos, secuenciales e interdependientes, tradicionalmente se han dividido 

en lesiones cerebrales primarias y secundarias. Las lesiones primarias y 

secundarias presentan un desarrollo clínico evolutivo donde confluyen 

complejas alteraciones metabólicas, neurológicas y vasculares (Vaquero y 

Rodríguez-Boto, 2007).  

 

La lesión primaria es el resultado de las deformidades mecánicas que suceden 

en el momento del trauma. Es responsable de todas las lesiones nerviosas y 

vasculares que aparecen inmediatamente después de la agresión física. Las 

lesiones anatómicas resultantes son la degeneración axonal difusa (principal 

causa del coma postraumático), muerte de neuronas y células gliales, 

contusiones y laceraciones. La aparición de las distintas lesiones primarias 

Figura 1: A, Tomografía axial computarizada (TAC) y, B y C, estudio necrópsico 

mostrando focos de contusión cerebral producidos como consecuencia de un TCE. 

A B C 
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depende del modo, intensidad y del tiempo con que las fuerzas inductoras del 

daño inciden sobre el cráneo y el encéfalo.  

 

La lesión secundaria, aunque también se inicia en el momento del trauma al 

igual que la lesión primaria, es aquella que induce lesiones cerebrales 

producidas por fenómenos sistémicos e intracraneales que aparecen en los 

minutos, horas o incluso en los primeros días que siguen a un TCE.  

 

 

 

 

 

 

Los cambios bioquímicos que suceden a nivel celular y sub-celular y que se 

desencadenan también a partir del trauma inicial se engloban dentro de lo que 

hoy se conoce como lesión terciaria. Estos cambios también influyen en el 

desarrollo de la lesión secundaria.  

Figura 2: Sucesión de fenómenos que comienzan tras producirse un TCE como son los 

producidos por el insulto primario y que desencadena la lesión primaria, los insultos 
secundarios que constituyen la lesión secundaria y el inicio y propagación de 
fenómenos metabólicos que forman parte de la lesión terciaria. 
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Dado que la lesión primaria carece hoy de tratamiento específico, la reducción 

de la mortalidad y secuelas que se ha producido en el tratamiento de los TCE 

en los últimos años, viene dado al mejor control, conocimiento y prevención de 

los procesos que imperan en la lesión secundaria (Vaquero y Rodríguez-Boto, 

2007).  

 

Aunque esta división es útil desde el punto de vista de la interpretación de los 

fenómenos que aparecen tras producirse un TCE, los límites entre ellas son 

cada vez más difusos. La fisiopatología del TCE sigue siendo extensamente 

investigada ya que todavía representa un punto clave de estudio. Los modelos 

animales son críticos a la hora de desarrollar ensayos experimentales, y siguen 

siendo empleados para investigar los mecanismos de lesión primaria y 

secundaria asociados a un trauma cerebral (Cernak, 2005; Morales et al, 

2005). 

 

1.4. TRATAMIENTO DEL TCE: 

 

Desde 1985 se han desarrollado multitud de estudios clínicos multicéntricos 

para intentar establecer las mejores pautas de actuación para tratar pacientes 

con TCE, casi todos enfocados en agentes farmacológicos (Narayan et al, 

2002; Beauchamp et al, 2008). Pero no fue hasta 1996 (Bullock et al, 1996) 

cuando se publicó la primera Guía para el manejo de pacientes con TCE, en la 

que se da un patrón general de actuación ante este tipo de urgencias. Desde 

entonces, los avances se han centrado en una serie de mejoras funcionales 

con el fin de reducir la mortalidad, así como disminuir el tiempo de 

hospitalización de los pacientes y los costes asociados. De los resultados 

obtenidos hasta la fecha, se apunta hacia la necesidad de diseñar nuevos 

protocolos capaces de mejorar la recuperación motora, sensorial y cognitiva de 

los enfermos, y así aumentar lo máximo posible su calidad de vida (Xiong et al, 

2009a).  

 

Existen gran cantidad de estudios experimentales en animales que han 

probado la utilidad de mediadores farmacológicos que actúan sobre el proceso 

de lesión secundaria (Narayan et al, 2002), algunos de estos agentes han sido 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bullock%20R%22%5BAuthor%5D
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empleados en diferentes estudios clínicos en Fase II, pero al ampliar su uso a 

estudios en Fase III todos han fracasado. Por lo tanto, la eficacia 

neuroprotectora de los agentes farmacológicos probados experimentalmente 

aún no ha sido demostrada para tratar lesiones cerebrales en pacientes con 

TCE (Doppenberg et al, 2004; Xiong et al, 2009a).  

 

Los resultados obtenidos indican que actualmente no existe ningún tratamiento 

efectivo para tratar el daño cerebral traumático, exceptuando tratamientos 

paliativos o la evacuación quirúrgica en algunos casos. Además, algo que 

complica enormemente el tratamiento del TCE, es que las lesiones cerebrales 

traumáticas son únicas en cada paciente, donde influyen tanto los factores 

desencadenantes, la gravedad, así como la localización específica de la lesión 

en el cerebro (Prieto et al, 2009). 

 

Por lo tanto, el trauma cerebral representa un gran problema médico y social ya 

que no existen terapias efectivas capaces de restablecer las secuelas que se 

producen tras el mismo. Si bien es cierto que a través de estrategias de neuro-

rehabilitación muchos de los pacientes que han sufrido un TCE grave serán 

capaces de reintegrarse en su entorno familiar o profesional, siempre habrá 

que tener en consideración que un porcentaje elevado de los pacientes 

deberán convivir con importantes déficits neurológicos y neuropsicológicos. Por 

todo ello son numerosas las vías de investigación que están tratando de 

desarrollar nuevas terapias para tratar las secuelas del TCE. 

 

 

2. MODELO EXPERIMENTAL DE TCE                             

 

2.1. DISEÑO EXPERIMENTAL DE TCE: 

 

La complejidad y heterogeneidad del TCE en humanos ha llevado en las 

últimas décadas al diseño de una gran variedad de modelos experimentales, 

ninguno de ellos por separado es capaz de reproducir los cambios 

fisiopatológicos que se producen en las lesiones cerebrales traumáticas, 
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centrándose cada uno en un aspecto concreto del daño (Leker et al, 2002; 

Prieto et al, 2009). Por tanto una limitación importante de los modelos 

experimentales es la incapacidad de reproducir la heterogeneidad del daño 

observado en la clínica, pero nos permiten estudiar aspectos fisiológicos, 

anatómicos y celulares a los que no tendríamos acceso de otra forma y nos 

permiten evaluar las ventajas e inconvenientes de las nuevas terapias 

experimentales, como paso previo a su uso en clínica.  

 

Varios factores, incluyendo costes, han hecho de los modelos en roedores los 

más usados para el estudio del TCE, pero el tipo y estructura del cerebro de los 

mismos altera la biomecánica y por tanto la patología de la lesión cerebral 

(Finnie y Blumbergs, 2002; Fujimoto et al, 2004). En estos modelos se intenta 

reproducir las secuelas histopatológicas y de comportamiento tal y como se 

producirían tras el daño cerebral humano (Gennarelli, 1994; Laurer y McIntosh, 

1999). Con algunos modelos se reproducen fundamentalmente lesiones difusas 

mientras que otros reproducen lesiones focales. El principal modelo de lesiones 

difusas es el modelo de percusión lateral por fluido (Lateral Fluid Percussion 

model, LFP) (Dixon et al, 1987), mientras que el principal modelo de lesiones 

cerebrales focales es el modelo de impacto cortical controlado (Controlled 

Cortical Impact model, CCI) (Dixon et al, 1991). El CCI produce una daño muy 

focal, y los parámetros son relativamente fáciles de controlar, por otro lado el 

LFP es a la vez focal y difuso, lo cual aunque produce déficits durante más 

tiempo, los parámetros son más difíciles de controlar (Fujimoto et al, 2004) 

(Tabla 5). 

 

 

Roedores LFP CCI 

Ventajas  Daño local y difuso Daño local 

Desventajas 
Afecta a muchas áreas 

del cerebro. 

Para detectar daños a largo plazo hay que 

realizar lesiones muy graves con lo que 

aumenta la mortalidad. 

Tabla 5: Principales modelos animales de lesión cerebral traumática utilizados, 

donde se resaltan las ventajas y desventajas de cada uno de ellos. 



                                                                                                                         Introducción 

12 

En la literatura hay multitud de estudios centrados en la fase aguda de la lesión 

cerebral, lo cual nos ayuda a conocer los mecanismos y procesos que suceden 

durante la evolución del trauma. Siempre hay que tener en consideración que 

el objetivo último de estos estudios es permitir que pacientes que han sufrido 

un TCE puedan llevar una vida larga y relativamente normal, por lo que el 

desarrollo de los modelos de daño cerebral en roedores debe abarcar periodos 

de tiempo más largos. Dichos estudios requieren la necesidad de desarrollar 

modelos de lesión cerebral crónica en roedores donde no sólo se estudie lo 

que sucede en periodos alejados del trauma, sino donde también se estudie el 

posible potencial terapéutico de ciertos tratamientos cuando estos se 

administran tardíamente desde que se produjo el TCE, y por último, cómo la 

efectividad de estas terapias puede estar condicionada por la gravedad de la 

lesión cerebral. Un problema asociado a los modelos animales crónicos de 

TCE es la dificultad de detectar los déficits neurológicos permanentes 

asociados a la lesión, para lo que es fundamental contar con test de valoración 

capaces de detectar los déficits motores y sensoriales de los animales 

empleados. 

 

2.2. VALORACIÓN FUNCIONAL: 

 

La complejidad de las rutas anatómicas asociadas con la función motora y 

cognitiva hace difícil correlacionar las observaciones en el comportamiento 

humano con lo que sucede en pequeños animales. Además, es importante 

elegir tests de valoración funcional que sean relativamente fáciles de hacer e 

interpretar en el laboratorio. En la actualidad existen multitud de tests de 

valoración de las funciones neurológicas, cada uno de los cuales se encuentra 

destinado a medir unas características concretas de la lesión cerebral. Estos 

test han sido usados en multitud de estudios de recuperación de la función 

neurológica tras realizar diferentes terapias en modelos de daño en el SNC.  

 

Un punto importante de la investigación experimental del TCE es poder 

relacionar los cambios moleculares y anatómicos resultantes como 

consecuencia de la lesión, con los cambios en el comportamiento y en la 

función motora y sensorial de los animales tratados. Los déficits causados por 
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un TCE producen rotura de rutas complejas motoras y de integración 

sensorimotora (Figura 3); además, existen muy pocos tests, o incluso ninguno, 

puramente motores por lo tanto la mayoría de los tests descritos en la literatura 

son sensorimotores en su naturaleza (Fujimoto et al, 2004). 

 

 

 

 

 

 

Una alternativa podría ser la utilización de escalas compuestas, donde se 

agrupan diferentes aspectos de la lesión cerebral. Entre ellas se encuentra el 

Neurological Severity Score test (NSS). El NSS es una escala que consta de 

diferentes puntos que miden la respuesta motora y sensorial, así como posibles 

diferencias motoras y sensoriales entre el lado contralateral (lado contrario al 

hemisferio lesionado) e ipsilateral (mismo lado que el hemisferio lesionado) del 

animal de estudio. Por lo tanto el NSS es la suma de todas estas puntuaciones, 

provee un índice sobre la habilidad sensorimotora que permite determinar la 

gravedad del daño cerebral. El NSS fue originalmente descrito por Shohami et 

al en 1995, posteriormente en 2001(a) fue modificado por Chen et al  

abarcando mas aspectos del daño cerebral y también en 2001(a) (Mahmood et 

al)  fue utilizado por primera vez en estudios de daño cerebral traumático en 

roedores. Los tests compuestos como el NSS están adaptados para medir la 

función neurológica en roedores a partir de escalas usadas en pacientes con 

daño cerebral como la Escala del coma de Glasgow, la Escala de recuperación 

de Glasgow y la Escala de incapacidad (Hudak et al, 2005). Las escalas 

Figura 3: Localización del área motora, sensorial, visual y auditiva sobre la corteza 
cerebral en humanos y roedores (Modificado de Bear et al, 2007). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11846913&ordinalpos=21&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11846913&ordinalpos=21&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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compuestas reflejan sutilmente las diferencias entre animales lesionados y 

animales sanos, pero al ser escalas que se realizan por medio de la 

observación también introducen subjetividad (Fujimoto et al, 2004). 

 

Centrado fundamentalmente en la respuesta motora, aunque no 

exclusivamente, se encuentra el Rotarod. El Rotarod ya fue descrito en 1957 

(Dunham et al), y posteriormente fue adaptado para medir el daño cerebral 

traumático en roedores (Hamm et al, 1994). El Rotarod es un test que mide la 

coordinación y el equilibrio, clásicamente se ha utilizado para valorar la 

respuesta motora y sensorial en modelos de hemorragia intracerebral y 

traumatismo cerebral sobre roedores. 

 

El test cognitivo más usado para medir la función neurológica en modelos 

experimentales de daño cerebral es el Morris Water Maze test (MWM). El 

MWM fue desarrollado por Robert Morris en 1982 para examinar la memoria 

espacial en ratas con lesiones en el hipocampo. Posteriormente ha sido 

utilizado para medir la función cognitiva en modelos experimentales de daño 

cerebral traumático (Smith et al, 1991; Thompson et al, 2006). El MWM mide 

aspectos muy finos en el comportamiento de los animales, pero su desarrollo 

requiere un soporte técnico muy complejo, una versión ligeramente más 

sencilla sería la que nos ofrece el Video Tracking Box (VTB) junto con el 

programa de análisis Smart, donde se miden aspectos cognitivos de los 

animales grabando imágenes en video. El VTB ha demostrado su utilidad para 

detectar los déficits neurológicos en modelos experimentales sobre ratas tanto 

en lesiones hemorrágicas (Otero et al, 2010), como en modelos de lesión 

traumática cerebral (Bonilla et al, 2009a). No sólo se puede utilizar como 

herramienta donde no influye la subjetividad, sino donde además es capaz de 

detectar cambios en la respuesta funcional de los animales cuando se realizan 

terapias celulares. El poder disponer de una herramienta de estas 

características puede ser de gran utilidad a la hora de cuantificar el déficit real 

de un animal con lesión cerebral, y nos puede ayudar a discriminar entre 

diferentes niveles de gravedad dentro de un mismo modelo experimental. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hamm%20RJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Thompson%20HJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Los modelos animales experimentales también han sido utilizados para intentar 

desarrollar diferentes tratamientos y estrategias de reparación y 

neuroprotección del tejido cerebral dañado (Harting et al, 2008a; Jain, 2008), 

donde la valoración de la función motora y sensorial es un punto clave para 

poder determinar la eficacia de las diferentes terapias (Fujimoto et al, 2004). 

Dichos modelos experimentales generalmente constan de una serie de 

variables que son difícilmente repetibles entre laboratorios, ya que en muchas 

ocasiones dependen de los propios investigadores. El objetivo fundamental es 

llegar al máximo posible de estandarización con una variabilidad mínima dentro 

de un laboratorio, aunque en muchas ocasiones esto no es posible. Producir 

una lesión cerebral estandarizable en roedores es difícil de conseguir porque 

depende del control de toda una serie de factores fisiológicos y a la constante 

monitorización de los animales, al menos durante los primeros días tras 

producir la lesión cerebral experimental.  

 

Todas estas variables, afectan  a la evolución del daño y en último término al 

nivel de déficit neurológico resultante. Debido a ello, se tienden a seleccionar 

los parámetros de estudio obtenidos, por lo que en la mayoría de los casos los 

investigadores sólo se centran en las lesiones leves y medias producidas como 

consecuencia de un trauma cerebral, y en algunos casos se han descrito 

diferentes resultados utilizando el mismo planteamiento experimental (Jones et 

al, 2008; Pandey et al, 2009).   

 

 

3. NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL TRATAMIENTO DE 

LESIONES DEL SNC 

 

En la literatura podemos encontrar diferentes revisiones en las que se analizan 

los nuevos tratamientos que se están desarrollando para tratar el daño cerebral 

traumático (Chen y Chopp, 2006; Wang et al, 2006; Xiong et al, 2009a; Zhang y 

Chopp, 2009), se incluyen la eritropoyetina, estatinas, metilfenidato, 

progesterona, dexanabidol y rivastigmina. Todos estos estudios se han 

centrado exclusivamente en estrategias de neuroprotección del tejido, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fujimoto%20ST%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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intentando prevenir o/y reducir el daño cerebral inducido por la lesión 

secundaria. Además, la mayoría de los estudios clínicos llevados a cabo hasta 

el momento se han basado en dichas estrategias de neuroprotección. Aquellos 

estudios centrados en desarrollar protocolos a través de terapias que ayuden a 

reparar el tejido cerebral lesionado (neurorestauración) representan otra de las 

estrategias que actualmente se están desarrollando, y se basan 

fundamentalmente en el empleo de terapias celulares como células madre. 

 

Las nuevas terapias, tales como agentes celulares o farmacológicos estimulan 

la neurogénesis, angiogénesis y sinaptogénesis propias del tejido, otorgándole 

propiedades neurorestaurativas y neuroprotectoras, y contribuyen por igual a la 

recuperación funcional tras sufrir una lesión cerebral (Chen y Chopp, 2006). 

 

3.1. TERAPIAS NEUROPROTECTORAS: 

 

Los modelos experimentales de TCE han sido ideados usando una variedad de 

técnicas que tratan de reproducir lo más fidedignamente posible lo que sucede 

tras un TCE en humanos. La lesión primaria se desencadena por la acción de 

las fuerzas mecánicas, que a su vez inician el desarrollo de la lesión 

secundaria, donde suceden mecanismos que son potencialmente reversibles. 

Estos procesos secundarios del daño cerebral están conduciendo a un intento 

de manipulación farmacológica con el fin de detener o ralentizar su efecto 

(Finnie y Blumbergs, 2002), se trata de encontrar tratamientos que impidan o 

disminuyan los procesos de lesión secundaria que se inician tras un TCE.  

 

En principio todos estos estudios tratan de activar mecanismos protectores que 

inhiban las rutas de muerte celular o apoptosis, tratando a su vez de aumentar 

la neuroplasticidad endógena del propio cerebro (neurogénesis, angiogénesis y 

sinaptogégesis) (Chen y Chopp, 2006; Zhang y Chopp, 2009). Su uso se limita 

a las primeras horas o días tras producirse la lesión, es decir durante la fase 

aguda del daño cerebral, ya que tratan de detener el progreso de la lesión 

secundaria.  
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Dentro de los agentes terapéuticos neuroprotectores y neurorestaurativos 

conocidos cabría destacar dos fundamentalmente: la eritropoyetina (EPO) 

(Sadamoto et al, 1998) y las estatinas (principalmente atorvastatina y 

simvastatina). El efecto positivo de estos agentes ha sido demostrado en 

estudios de daño cerebral traumático en roedores a través de un efecto 

neurogénico y antiapoptótico, lo cual contribuye a la reducción de los déficits 

neurológicos (Lu et al, 2004, 2005, 2007a; Qu et al, 2005; Xiong et al, 2008).  

 

Otros agentes neuroprotectores que han sido empleados en modelos 

experimentales de daño cerebral son diversos factores neurotróficos, capaces 

de crear en el SNC un entorno propicio a los fenómenos de reparación, y entre 

ellos, se han utilizado el factor de crecimiento nervioso  (Dixon et al, 1997; 

Zhou et al, 2003), el factor de crecimiento fibroblástico tipo 2 (Yoshimura et al, 

2003), o el factor de crecimiento análogo a la Insulina de tipo 1 (Saatman et al, 

1997; Guan et al, 2001). De forma simultánea se han ensayado protocolos de 

terapia génica, capaces de hacer llegar estos factores a las zonas lesionadas y 

lograr su permanencia en ellas por medio de células transfectadas (Longhi et 

al, 2004). Aunque estas estrategias ofrecen interesantes perspectivas, lo cierto 

es que su aplicación requiere aún muchos estudios en lo que respecta a las 

vías y pautas de administración, y al empleo de los vectores víricos utilizados.  

 

3.2. TERAPIAS CELULARES O REPARADORAS: 

 

Una segunda línea de investigación que está cobrando importancia creciente 

para intentar reparar el tejido nervioso lesionado es el empleo de protocolos de 

terapia celular con células madre. Los resultados obtenidos en estudios 

experimentales permiten pensar en una no muy lejana posible aplicación de 

estas técnicas para paliar determinadas enfermedades humanas. Estas células 

serían capaces por una parte de liberar factores neurotróficos, y por otra, de 

reparar el tejido nervioso lesionado por medio de su diferenciación hacia 

células nerviosas adultas.  
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4. TERAPIA CELULAR EN LESIONES DEL SNC                

 

El auge que están protagonizando en el ámbito científico el uso de las llamadas 

«células madre» y su posible potencial terapéutico para paliar determinadas 

enfermedades en el ser humano ha entrado de lleno en el debate social y 

político, y ya comienza a trasladarse al entorno clínico. El nombre de «células 

madre» deriva del inglés stem cells, donde la traducción literal significa célula 

tronco o célula troncal, sin embargo la terminología que más arraigada está, ya 

sea científica como socialmente, es la de célula madre. 

 

En los últimos años han aumentado exponencialmente las investigaciones 

relacionadas con las propiedades biológicas de estas células y sobre sus 

posibles aplicaciones terapéuticas. Aunque aún es necesario aumentar los 

conocimientos adecuados que nos permitan su manipulación de forma segura 

para poder en un futuro disponer de terapias para muchas enfermedades que 

hoy en día resultan incurables, entre ellas, las enfermedades del SNC.  

 

4.1. CÉLULAS MADRE: 

 

a) Definición y propiedades: 

  

Es muy difícil establecer una definición exacta que abarque los distintos tipos 

de células madre que hoy en día se conocen. Una célula madre es una célula 

indiferenciada, inmadura, capaz de dividirse simétrica o asimétricamente para 

dar lugar a varias células de las cuales al menos una debe ser igual a la célula 

progenitora.  

 

Una célula madre puede, en principio y bajo las condiciones apropiadas, 

dividirse indefinidamente en el tiempo, manteniendo siempre una población 

estable de células madre idénticas. Además, las células madre pueden, 

recibiendo los estímulos correctos, diferenciarse hacia varios, muchos o todos 

los tipos de células especializadas de un organismo maduro.  
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Los distintos tipos de células madre se pueden clasificar según su capacidad 

de diferenciación en: 

 

 Totipotente: célula mas indiferenciada, capaz de generar todas las 

células de un embrión y del tejido extraembrionario. 

 

 Pluripotente: célula capaz de diferenciarse hacia todos los tipos celulares 

que forman parte del embrión y del organismo adulto. 

 

 Multipotente: célula capaz de diferenciarse hacia los tipos celulares 

pertenecientes a su mismo origen embrionario. 

 

 Unipotente: célula que solo puede dar lugar a un único tipo celular. 

 

Las células totipotentes se auto-renuevan y dan origen a células pluripotentes, 

las cuales también se dividen y diferencian para originar diversos tipos de 

células madre multipotentes, éstas a su vez dan origen a células de transición o 

células progenitoras que llevan finalmente a las células especializadas 

maduras. Una célula progenitora o precursora puede considerarse una célula 

madre que ya ha alcanzado una diferenciación parcial y ha perdido la 

capacidad pluripotencial, ya que su progresión evolutiva puede comprometerla 

con un determinado linaje celular y dar lugar a células especializadas 

específicas (Figura 4).  

 

Actualmente sabemos que existen células madre en todas las etapas del 

desarrollo y durante toda la vida del ser humano hasta su muerte. Dependiendo 

del momento del desarrollo en el que obtengamos las células variará su 

potencialidad, ya que las células aisladas en los primeros momentos del 

desarrollo son células más primitivas y por lo tanto tienen mayor capacidad de 

proliferación y diferenciación (Temple 2001), además, pueden ser cultivadas in 

vitro bajo las condiciones específicas que requieran (McKay 2000; Lovell-

Badge 2001).  
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Figura 4: Tipos de células madre según su origen y propiedades de auto-
renovación y potencialidad de las mismas según el momento de desarrollo, desde 
un zigoto hasta la formación del tejido nervioso maduro. A medida que se avanza en 
el desarrollo se van restringiendo estas propiedades y disminuye el número de 
células que las conservan.  
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a) Tipos y orígenes   

 

Hay que tener en cuenta que la definición y clasificación de las células madre 

atiende a un criterio puramente funcional y no morfológico, se realiza en base a 

propiedades observadas experimentalmente y bajo condiciones específicas y 

controladas. Uno de los principales problemas dentro del campo de la 

investigación con células madre es la falta de marcadores específicos que nos 

indiquen inequívocamente si una célula es una célula madre o qué tipo de 

célula madre es.  

 

A continuación detallamos algunos de los tipos de células madre que están 

siendo investigadas actualmente en cuanto a sus propiedades biológicas y su 

potencial como herramientas terapéuticas para tratar enfermedades del SNC. 

 

a. Células madre embrionarias: 

 

El término de célula madre embrionaria (CME) fue acuñado en 1981 para 

definir las células embrionarias procedentes de la masa celular interna de un 

embrión pre-implantacional en el estado inicial de blastocisto (hasta el día 4-5 

de gestación en humanos o día 4 en ratones). Al comienzo de la década de los 

80 se obtuvieron las primeras CME procedentes de ratón (Evans y Kaufman, 

1981; Martin, 1981), pero no fue hasta bien entrada la década de los 90 cuando 

se obtuvieron las primeras células madre procedentes de embriones humanos 

(Thomson et al, 1998). Desde entonces se ha desarrollado una intensa 

investigación entorno a las propiedades biológicas y potencialidad terapéutica 

de estas células.  

 

Las CME son células pluripotenciales, con capacidad de generar todos los tipos 

celulares de un embrión aunque no pueden dar origen a las células que forman 

parte de los anejos extraembrionarios. En cultivo han demostrado una gran 

capacidad de proliferación y auto-renovación, lo que las hace muy interesantes 

a la hora de obtener gran cantidad de células para su posible aplicación en 

estudios experimentales y tal vez en un futuro en estudios clínicos. Por el 

contrario, también presentan un elevado riesgo de formación de teratomas si 
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son trasplantadas experimentalmente cuando se encuentran en estado 

proliferativo (Olsson et al, 1997; Bjorklund et al, 2002).  Se ha demostrado su 

gran potencial de diferenciación hacia todos los fenotipos posibles, tanto in vitro 

como in vivo (Donovan y Gearhart 2001; Lovell-Badge 2001).  

 

En relación al uso de las CME en lesiones del SNC, uno de los primeros 

estudios experimentales se hizo utilizando dichas células en un modelo de 

parkinson en roedores (Yoshizaki et al, 2004), detectándose una mejora parcial 

en los déficits motores.  En un trabajo publicado en el 2007, trasplantaron CME 

3 días post-TCE directamente en el cerebro de los roedores detectando 

mejoras en la función motora, pero las células resultaron indetectables 7 

semanas después del tratamiento, y en 2 de 10 animales se generaron tumores 

(Riess et al, 2007).  

 

Las CME despertaron un gran interés como posible herramienta terapéutica 

para tratar diferentes enfermedades, pero es difícil que por el momento estos 

estudios lleguen a una aplicación clínica en pacientes, por las dificultades, tanto 

técnicas como ético-legales, políticas y religiosas, a la hora de poder aislar o 

manipular este tipo de células, así como la posibilidad de generar tumores, por 

ello, más frecuentemente se emplean las células madre adultas (CMA). 

 

b. Células madre fetales y adultas: 

 

Es posible aislar células que cumplan las dos condiciones básicas que definen 

a una células madre (capacidad de auto-renovación y de diferenciación) tanto 

de fetos en desarrollo como de un organismo adulto. 

 

En el adulto se han identificado y aislado células madre somáticas o adultas de 

la médula ósea, sangre periférica, piel, epitelio intestinal, endometrio, hueso, 

corazón, músculo esquelético, vasos sanguíneos, córnea, pulpa dentaria, 

hígado, tejido adiposo y sistema nervioso (cerebro, médula espinal, bulbo 

olfativo, mucosa olfatoria y retina) (Tárnok et al, 2010). La esperanza 

terapéutica principal que se tiene con el uso de las CMA es la posibilidad de 

realizar trasplantes autólogos para tratar determinadas enfermedades 
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humanas, sin la necesidad de administrar drogas inmunosupresoras con sus 

nocivos efectos secundarios. 

 

Las CMA son escasas y representan un porcentaje muy bajo del número total 

de células de un tejido adulto. Se piensa que juegan un papel fundamental 

dentro de los tejidos ya que se encargan de renovar las poblaciones celulares 

envejecidas o que puedan haber sufrido algún tipo de daño, realizando una 

tarea de auto-renovación y mantenimiento de la homeostasis tisular (Scadden 

2006).  

 

Se han utilizado distintos tipos de CMA en ensayos de terapia celular sobre 

lesiones cerebrales experimentales en roedores, entre las que se encuentran 

células madre fetales neurales (Gage 2000; Temple 2001; Lu et al, 2002; Gao 

et al, 2006), células madre de cordón umbilical (Chen et al, 2001b), y células 

madre obtenidas a partir de tejido adiposo (Kang et al, 2003; Lee y Yoon, 

2008). Pero sin ninguna duda las CMA con la que posiblemente se están 

realizando una mayor cantidad de estudios debido a su relativamente fácil 

obtención y manipulación en laboratorio son las células madre mesenquimales 

o estromales (CMM) obtenidas de la medula ósea. 

 

4.2. CMM DE LA MEDULA OSEA 

 

a) Obtención y caracterización 

 

Las CMM de la médula ósea constituyen una población muy heterogénea 

totalmente diferente de las células madre hematopoyéticas, y su papel principal 

es contribuir a la regeneración de los tejidos de origen mesenquimal tales como 

hueso, cartílago, músculo, ligamento, tendón, tejido adiposo y estroma 

(Prockop, 1997). Estas células mesenquimales se aíslan en cultivo a partir de 

la fracción mononuclear de las células de la médula ósea. En 1976 

Friedenstein describió por vez primera la técnica para obtener estas células a 

partir de una característica que las hace relativamente fáciles de manejar en 

laboratorio, ya que las CMM se obtienen clásicamente por su tendencia de 
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adhesión al plástico de los frascos de cultivo. Dichas células pueden dividirse 

rápidamente y por ello son habitualmente utilizadas en trabajos experimentales 

de laboratorio donde muestran características fenotípicas heterogéneas cuando 

se las pone en cultivo, observándose distintas morfologías celulares (Bianco et 

al, 2001). 

 

En el 2006 la Sociedad Internacional de Terapia Celular especifico los criterios 

mínimos para definir a una CMM humana (Dominici et al, 2006), los cuales se 

resumen en tres puntos fundamentales.  

 

- En primer lugar se trata de células que bajo condiciones de cultivo 

estándar se adhieren al plástico de los frascos de cultivo.  

 

- En segundo lugar se utiliza una cierta caracterización fenotípica, ya que, 

aunque no existen marcadores específicos que las identifique deben 

expresar en más de un 95% CD105, CD73 y CD90; para asegurar que 

las poblaciones de CMM no son confundidas con células 

hematopoyéticas se utiliza un criterio adicional, como es la falta de 

expresión de antígenos hematopoyéticos (expresión menor al 5%): 

CD45, CD34, CD14 o CD11b y CD79α o CD19. Por ultimo dentro de 

esta caracterización fenotípica las células no deben expresar HLA-DR 

(antígeno humano leucocitario) a no ser que se estimule el cultivo con 

IFN-γ (Interferon-γ).  

 

- La tercera propiedad que se utiliza es posiblemente la que mejor 

caracteriza a las CMM y es su capacidad de diferenciación hacia los tres 

linajes mesenquimales (condroblastos, osteoblastos y adipocitos), 

usando para ello condiciones estándar de cultivo in vitro de 

diferenciación hacia diferentes tejidos.  

 

Estos criterios solo se aplican a CMM humanas, mientras que dos de las 

propiedades descritas (adherencia al plástico y diferenciación hacia los tres 

linajes mesenquimales), son característicos de CMM de otras especies, como 

las murinas. 
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Por otro lado, aunque la expresión de antígenos de superficie no está 

universalmente bien caracterizada (Tropel et al, 2004; Harting et al, 2008b), se 

sabe que las CMM no expresan antígenos del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad de clase II (Ho et al, 2008), por lo que tienen baja 

antigenicidad, siendo ésta una de sus principales ventajas a la hora de plantear 

su utilización en protocolos de terapia celular. Además, de forma característica 

tienen una alta expresión de factores de crecimiento, citoquinas y moléculas de 

la matriz extracelular (fibronectinas, laminina, colágeno y proteoglicanos), las 

cuales en condiciones normales, contribuyen a la formación y función del 

microambiente del estroma de la médula ósea, induciendo señales reguladoras 

no solo para las células estromales sino también para las células madre 

hematopoyéticas. 

 

b) Plasticidad  

 

En principio a las CMA se las considera como multipotenciales ya que son 

capaces de dar lugar a los tipos celulares presentes en el propio tejido al que 

pertenecen. A partir de ellas se generan precursores o progenitores celulares 

comprometidos los cuales se dividen, aunque no indefinidamente, y su 

capacidad se limita a generar células especializadas (Temple 2001). En 

general las CMA tienen una capacidad de proliferación in vitro mas limitada que 

las CME.  

 

Desde hace unos años nuevos experimentos están haciendo reconsiderar el 

concepto de la plasticidad de las CMA, ya que bajo ciertas condiciones in vitro, 

estas células están demostrando mayor potencial en lo referente a su 

plasticidad de lo que se creía hasta ahora. Se ha comprobado que, tanto in 

vitro como en transplantes in vivo, podrían generar tipos celulares distintos de 

los de su origen. Las CMM pueden ser inducidas in vitro para diferenciarse en 

multitud de linajes celulares diferentes bajo la adición de determinados agentes 

químicos a los medios de cultivo (Mezey y Chandross, 2000; Sánchez-Ramos 

el al, 2000; Woodbury el al, 2000; Hung et al, 2002 Dewaza et al, 2004; 

Hermann et al, 2004; Bossolasco et al, 2005). Se sabe que estas células 

pueden diferenciarse no solo hacia células de su misma línea germinal, como 
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condroblastos, osteoblastos, o mioblastos, sino que bajo determinadas 

condiciones pueden diferenciarse hacia células de una hoja embrionaria 

distinta como células endoteliales o neuroectodérmicas (Dewaza et al, 2004; 

Kotobuki et al, 2004; Benayahu et al, 2007; Parr et al, 2007). Dicho fenómeno 

de diferenciación hacia células de diferente origen embrionario es lo que se 

conoce como “transdiferenciación”, aunque hay quien cree que estas 

observaciones podrían deberse a fenómenos de fusión celular (Álvarez-Dolado 

et al, 2003). No existe un consenso general que identifique estos mecanismos 

realmente como de transdiferenciación celular, o si se deben realmente a 

procesos de desdiferenciación, reprogramación génica, fusión celular o varios 

de ellos a la vez (Wurmser y Gage 2002; Ying et al, 2002).  

 

Recientes observaciones realizadas en nuestro laboratorio acerca de la 

plasticidad de las CMM, nos llevan a pensar que aunque estas células son en 

principio multipotenciales, bajo determinados estímulos pueden 

transdiferenciarse a células nerviosas, tanto in vitro como in vivo, lo cual las 

confiere un carácter pluripotencial. Hay evidencias de una posible 

transdiferenciación neuronal in vitro de células madre del estroma de la médula 

ósea por medio de sustancias químicas o factores de crecimiento (Zurita et al, 

2007a, 2008a). Aunque se cuestiona que la diferenciación química de las 

células en cultivo sea realmente una auténtica transdiferenciacion, 

posiblemente se debe a una transformación de las células a células con 

aspecto neuronal debido posiblemente a alteraciones morfológicas 

inespecíficas del citoesqueleto celular, ya que esta transformación a células 

con apariencia de neuronas desaparece en cuanto los agentes químicos 

inductores del cambio son retirados del medio de cultivo. En el 2007 se publicó 

en nuestro laboratorio un trabajo en el que se logró transformar CMM hacia 

células neurales a través de lo que se podría llamar un método biológico, que 

consistía en su cultivo en presencia de células de Schwann (Zurita et al, 

2007b). En dicho trabajo se demostró que en presencia de factores solubles 

aportados por células gliales se puede lograr una transdiferenciación neural de 

las CMM que se mantiene de forma indefinida.   
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En cuanto a la necesidad de manipular o no las CMM antes de su implantación 

en el SNC existen grupos que aportan una amplia experiencia con el empleo de 

las CMM de la médula ósea en modelos experimentales de lesión traumática 

de la médula espinal (Chopp y Li, 2002; Hofstetter et al, 2002; Lee et al, 2003; 

Ankeny et al, 2004), obteniéndose también buenos resultados funcionales tras 

el trasplante intralesional de dichas células en las lesiones medulares 

crónicamente establecidas (Vaquero et al, 2006; Zurita y Vaquero, 2006; Zurita 

et al, 2008b).  

 

Como consecuencia de todos estos estudios se han obtenido evidencias a 

favor de que las CMM no requieren ser diferenciadas in vitro antes de su 

implantación en zonas lesionadas del SNC para lograr un efecto funcional 

beneficioso, lográndose este efecto tanto a través de una transdiferenciación 

local por factores ambientales, como posiblemente, al menos en las fases 

inmediatas tras el trasplante, por medio de la liberación de factores tróficos 

capaces de inducir a su vez la proliferación de células madre neurales 

endógenas (Chen et al 2002; Lu et al, 2003; Mahmood et al, 2004a) y por 

último, realizando un efecto protector sobre las células que permanecen en las 

zonas lesionadas.  

 

c) Daño cerebral traumático y CMM 

 

En los últimos años se han iniciado diversos ensayos experimentales que 

tratan de estudiar el efecto terapéutico de las CMM en las secuelas del trauma 

cerebral, con el propósito de encontrar datos que permitan aplicar esta forma 

de terapia celular en ensayos clínicos con pacientes. Ya en el 2001, se realizó 

un primer ensayo experimental en el que se trasplanto médula ósea completa 

en un modelo de daño cerebral traumático, donde se observó que las células 

sobrevivían, migraban al parénquima cerebral diferenciándose a neuronas y 

astrocitos y mejoraban la función motora (Mahmood et al, 2001b). Aunque 

dichos resultados son difícilmente atribuibles a la acción de las células madre 

de la médula ósea ya que el trasplante se realizó a los pocos días del TCE y 

donde las mejoras funcionales podrían ser consecuencia de la propia evolución 

de las lesiones cerebrales. 
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Se han realizado multitud de estudios tratando de discriminar cual es el mejor 

momento y forma de administrar las células dentro de la primera semana, es 

decir durante la fase aguda, tras producirse el trauma cerebral, para así 

optimizar al máximo el potencial terapéutico de las células trasplantadas ya sea 

por medio de trasplantes intraarteriales (Lu et al, 2001a), como intavenosos (Lu 

et al, 2001b; Mahmood et al, 2001a, 2003, 2004b).  

 

Con la administración intravenosa e intraarterial se ha observado recuperación 

funcional al menos hasta tres meses después de realizar los tratamientos. 

Dicho efecto también es difícil de explicar por la propia acción de las células 

sobre el tejido cerebral, ya que las células se distribuyen por todo el cuerpo, 

localizándose muy pocas en la zona de lesión, y de ellas un porcentaje muy 

pequeño muestra fenotipos de células neurales o gliales. Otra observación 

realizada en estos experimentos fue una mayor producción de factores de 

crecimiento (NGF, BDNF) asociado a aquellos animales que recibieron la 

terapia celular  (Mahmood et al, 2004b; Lu et al, 2006). Finalmente, se ha 

observado que para el tratamiento del daño cerebral en fase aguda existe una 

relación de dosis dependencia, es decir el número de células trasplantadas 

está directamente relacionado con la respuesta en la recuperación funcional 

(Mahmood et al, 2005, 2006).  

 

Por último también se ha comprobado la utilidad del trasplante intracerebral de 

CMM donde se ha observado que  reducen los déficits funcionales aparecidos 

inmediatamente tras sufrir un accidente vascular (Chen et al, 2001a) o un 

traumatismo (Chopp et al, 2002; Mahmood et al, 2002), debido también a su 

administración en fase aguda, es decir a las horas o pocos días tras producirse 

la lesión. Se piensa que la recuperación funcional puede ser el resultado de la 

interacción de las células trasplantadas con el cerebro, lo cual se refleja en un 

aumento en la producción de factores tróficos y citoquinas.  

 

Como ya se ha mencionado, las principales características asociadas a las 

CMM son su capacidad de diferenciación hacia elementos neurales y su 

capacidad de migración. Dichas características hacen de estas células un 

objetivo muy atractivo como terapia para ayudar a recuperar las lesiones 
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asociadas a un TCE ya que podrían actuar a través de dos posibles 

mecanismos: por un lado, por la activación de las propias células progenitoras 

neurales, ya que se sabe que las CMM son bombas liberadoras de factores 

tróficos (Chen et al, 2002) y por otro lado, contribuir a la reparación del tejido 

dañado, ya que estas células son implantadas en la propia lesión (Hofstetter et 

al, 2002).  

 

Estudios realizados recientemente demuestran que las CMM, tras ser 

trasplantadas en el parénquima lesionado, se diferencian a neuronas, 

integrándose en el tejido formando parte de circuitos neuronales y 

obteniéndose signos de recuperación funcional (Qu et al, 2008; Harting et al, 

2009; Li et al, 2009). La hipótesis que se maneja al respecto señala que esta 

recuperación funcional puede deberse a una interacción entre las células 

trasplantadas y el tejido cerebral, lo cual se refleja en una producción de 

factores de crecimiento y citoquinas. Pudiendo ser el efecto el aumento de la 

proliferacion celular después del trasplante de las CMM (Mahmood et al, 

2004a).  

 

Cuando se revisa la literatura existente, llama la atención que prácticamente 

todos estos estudios se han desarrollado a las pocas horas o días tras 

producirse una lesión cerebral y aunque se llega a recuperar la función 

neurológica de los animales, en ningún caso se consigue reducir el volumen de 

la lesión cerebral, y aún menos se relaciona con el nivel de deterioro 

neurológico de los animales en su inicio. En el 2007 se publicó un trabajo en el 

que trasplantaron CMM intravenosamente 1 mes después de producir una 

isquemia cerebral en ratas, resultando en una mejora funcional significativa 

respecto de los controles, así como en una mayor proliferación y diferenciación 

(Shen et al, 2007). En nuestro laboratorio hemos demostrado que dicha terapia 

es igualmente beneficiosa cuando la administración se realiza 

intralesionalmente en ratas con dos meses de evolución de una lesión cerebral 

traumática, detectándose mejoras significativas en la recuperación funcional  

de los animales tratados  (Bonilla et al, 2009b). Al igual que sucede en los 

estudios realizados en fase aguda, hemos verificado que, dos meses tras 
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realizar el trasplante, las CMM sobreviven y expresas marcadores típicos de 

células neuronales y gliales.  

 

En ninguno de los estudios realizados hasta la fecha en modelos animales para 

tratar las secuelas producidas como consecuencia de un TCE se ha tenido en 

cuenta el grado de lesión de los animales tratados, y si la eficacia de las 

terapias realizadas puede verse afectada por el nivel de lesión cerebral de los 

animales. Un posible problema asociado con esta falta de evidencias 

experimentales es que el principal factor que contribuye a determinar los déficit 

neurológicos es la muerte celular, dicho factor es muy difícil de predecir y de 

manipular en roedores. El conocimiento de las rutas moleculares que suceden 

tras producirse un TCE todavía no han sido definidas en su totalidad, pero se 

sabe que la muerte de células neuronales inducidas por el trauma está 

íntimamente relacionado con el daño cerebral oxidativo (Werner y Engelhard, 

2007) que produce procesos inflamatorios y la activación de mecanismos de 

muerte celular programada (apoptosis) (Faden, 2002; Vink y Nimmo, 2002; 

Chong et al, 2005). Todos estos procesos contribuyen al desarrollo del daño 

neuronal secundario comúnmente observado tras un TCE (Darwish et al, 

2007), y en último lugar a establecer el nivel de déficit neurológico permanente. 

 

Cuando se produce un TCE, en el que ya se han desarrollado los procesos de 

lesión primaria y lesión secundaria, el tejido se reabsorbe quedando como 

resultado un gran agujero allí donde se produjo el daño y un nivel estable de 

déficit motor y sensorial. El desarrollo de protocolos de administración de 

células madre en fases tardías tras producirse una lesión, puede tener un gran 

potencial dentro del tratamiento de las secuelas cerebrales crónicas 

establecidas. Estas células por un lado pueden formar una serie de 

interacciones con las propias células del cerebro que active, a través de la 

producción de factores neurotróficos y citoquinas, a las propias células madre 

neurales induciéndolas a proliferar y reparar el tejido lesionado, y por otro lado 

las propias células trasplantadas pueden ser capaces de integrarse en el 

circuito neuronal dañado, proliferando y diferenciándose hacia elementos 

neurales, produciéndose la disminución del volumen de la lesión. Todo ello 

puede contribuir a una mayor recuperación sensorial y motora.  
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Por otro lado, los déficits neurológicos permanentes dependen de la gravedad 

del trauma y de su evolución, y como se ha visto hasta el momento no existen 

suficientes evidencias experimentales acerca de la utilidad de estas terapias en 

fase crónica de la lesión cerebral, y aún menos en cómo estas terapias pueden 

ser útiles para tratar a pacientes con niveles diferentes de déficit neurológico. 

Por lo tanto resultaría interesante estudiar el efecto de la terapia celular sobre 

la lesión cerebral crónica y si con la misma terapia se consigue el mismo 

resultado independientemente del nivel de déficit neurológico adquirido.  

 

Por todo ello aún existen múltiples cuestiones que deben ser resueltas al objeto 

de optimizar los protocolos experimentales y antes de plantear los parámetros 

con los cuales estas nuevas técnicas podrían ser aplicadas en clínica humana, 

a algunas de las cuales se las intentará dar respuesta a lo largo del presente 

trabajo de investigación. 
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La hipótesis de trabajo de la que partimos es que la administración de CMM, 

obtenidas del estroma de la médula ósea, en zonas del Sistema Nervioso 

donde se ha producido un daño cerebral con pérdida de tejido, es capaz de 

revertir los déficits funcionales secundarios a la lesión traumática, y que dicho 

efecto puede estar condicionado por la gravedad de la lesión cerebral 

postraumática.  
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Para intentar dar respuesta a nuestra hipótesis de trabajo, se planteó cumplir 

los siguientes objetivos: 

 

1. Comprobar  la posible utilidad del trasplante intralesional de CMM obtenidas 

de la médula ósea en un modelo crónico de lesión cerebral traumática 

desarrollado en ratas Wistar adultas.  

 

2. Determinar si la posible eficacia terapéutica del trasplante intralesional de 

CMM sobre nuestro modelo de lesión cerebral crónico puede verse 

condicionada por el grado de lesión neurológica permanente.  

 
3. Comprobar a través de test de valoración funcional la posible utilidad del 

trasplante intralesional de CMM sobre los déficits neurológicos, 

cuantificando la posible recuperación sensorial como motora. 

 
4. Comprobar la posible integración y supervivencia de las CMM en el tejido 

cerebral, detectando las células trasplantadas dentro del mismo así como 

su posible diferenciación a células neuronales y gliales. 

 
5. Comprobar la utilidad del trasplante de CMM como mecanismo de 

activación de la neurogénesis endógena y de la proliferación de células 

dentro del tejido cerebral dañado, cuantificando dicho efecto. 
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El desarrollo de los objetivos principales planteó la necesidad de desarrollar el 

presente trabajo en dos partes secuenciales: 

 

 

PARTE I:  

EFICACIA DE LA TERAPIA CELULAR EN LAS LESIONES 

TRAUMÁTICAS CEREBRALES CRÓNICAS 

 

 

1. PROCEDIMIENTO GENERAL                                             

 

Todos los estudios con animales del presente trabajo fueron aprobados por el 

comité de experimentación del Hospital Puerta de Hierro-Majadahonda.  

 

Para su realización se utilizaron ratas Wistar hembras de 3 meses de edad y 

cuyo peso estuviera comprendido entre 225 y 250 g (Charles River 

Laboratories International, Inc). Los animales se mantuvieron en jaulas 

colectivas (2-3 animales por jaula) en estabularlo bajo condiciones controladas: 

temperatura (18-23º) y ciclos de luz y noche de 12 horas (comenzando la luz a 

las 8 de la mañana). En todo momento los animales tenían acceso libre a 

comida y agua. Se realizaron todos los esfuerzos posibles para utilizar el 

número mínimo de animales para la realización de los estudios.  

 

El número total de ratas necesario para el desarrollo de la primera parte del 

presente trabajo se estableció en 20 animales, aunque el número real utilizado 

se determinó en función de la capacidad de los animales de sobrevivir y de ser 

independientes después de la realización del trauma cerebral experimental, 

siendo finalmente 29 ratas.  

MATERIAL Y MÉTODOS 
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Antes del procedimiento quirúrgico de lesión todos los animales fueron 

valorados a través de una serie de test funcionales para establecer su estado 

basal. Tras la inducción del trauma cerebral las ratas se dejaron recuperar 

durante una semana, momento a partir del cual todas volvieron a ser sometidos 

a la batería de test funcionales semanalmente, durante los dos meses 

siguientes para definir su lesión cerebral crónica. Una vez que los animales 

fueron valorados se distribuyeron aleatoriamente para establecer los grupos 

experimentales para recibir los diferentes tratamientos.  

 

Después de realizar los tratamientos se siguió la evolución de los animales 

durante dos meses para poder determinar la efectividad de la terapia, para ello 

se utilizaron los tests funcionales utilizados previamente. Todas las pruebas 

neurológicas y funcionales fueron realizadas durante la fase diurna, entre las 

9:00 y las 12:00, en una habitación sin ruido bajo una luz constante. En la 

Figura 5 se muestra la cronología de los experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Cronología de los experimentos realizados durante el desarrollo de la 

PARTE I del presente trabajo. Primero, obtención de la valoración basal de los 
animales, seguido de la realización del TCE experimental. Segundo, estudio de la 
efectividad de la terapia celular para tratar las secuelas de la lesión traumática 
cerebral. 
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2. MODELO ANIMAL  

 

2.1. REALIZACIÓN DE LA LESIÓN CEREBRAL TRAUMÁTICA 

 

En el presente estudio se utilizaron 29 ratas Wistar hembras. Todos los 

animales fueron premedicados 24 horas antes de la realización del trauma 

cerebral con fenitoína (5 mg/kg) intravenosa para evitar posibles crisis 

epilépticas producidas como consecuencia de la lesión cerebral.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Pasos previos a la realización del TCE experimental en ratas: A, 
preparación del material necesario y el quirófano estéril; B, anestesia de los animales 
y colocación de los mismos en la mesa de cirugía sobre la guía estereotáxica; C, 
canulación de la vía periférica para la administración intravenosa de Ringer-Lactato; y 
D, administración de fármacos anticonvulsivos. 

A B 

C D 
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Previo a la realización de la lesión cerebral traumática se preparó todo el 

material necesario realizándose la cirugía en un quirófano estéril. Para inducir 

la anestesia a los animales, éstos fueron colocados en una cámara cerrada con 

un flujo de oxígeno continuo de 3 L/min y 8% de sevofluorane. Una vez 

realizada la anestesia, fueron medicados con morfina subcutánea (2,5 mg/kg) y 

meloxicam (2 mg/kg). Se procedió a coger una vía periférica en una vena 

periférica de la cola, a través de la cual se les administró Ringer-lactato a una 

velocidad de 2,5 mL/h con el fin de mantener a los animales hidratados en todo 

momento y antibiótico intravenoso (Gentamicina 9 mgr/kg). Posteriormente 

fueron colocados en la mesa de cirugía sobre una base estereotáxica, donde la 

anestesia se administró a través de una mascarilla con un flujo de 2,5-3% de 

sevofluorane y 3 L/min de oxígeno. Durante la cirugía las ratas respiraban 

espontáneamente (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Área de lesión: A (Modificado de Paxinos y 
Watson, 1998, p. 11) y B, relación entre el hueso parietal 
y el área motora en ratas (Modificado de Smith, 2007); C, 

localización de la zona en el animal una vez colocado 
sobre la guía estereotáxica. 

A B 

C 
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Posteriormente se procedió a localizar la zona donde realizar la incisión 

quirúrgica. En la rata el área motora y sensorial del cerebro se encuentra bajo 

el hueso parietal del cráneo (Figura 7)  (Machado et al, 2003), de modo que las 

lesiones producidas en la misma provocan déficits motores y sensoriales en los 

animales, que posteriormente se pueden medir y cuantificar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se realizó una incisión de 1 cm de longitud en la línea media de la cabeza. Una 

vez abierto el campo quirúrgico, se realizó una craneotomía de 10 mm de 

diámetro sobre el hueso parietal derecho del cráneo, entre las suturas lambda y 

bregma (Figura 8).   

Figura 8: A, realización de la incisión quirúrgica sobre la línea media de la cabeza de 
la rata: B, exposición del campo quirúrgico donde se localiza el hueso parietal 
derecho; C, realización de la craneotomía entre las suturas craneanas lambda y 
bregma; y D, exposición del tejido cerebral una vez realizada la craneotomía. 

C D 

A B 
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Tras la exposición de la dura madre cortical, se procedió a abrir una ventana en 

ella con el fin de mostrar el aracnoides, para ello se recortó la dura madre por 

medio de unas tijeras de microcirugía bajo microscopio quirúrgico para no 

dañar los vasos ni el tejido blando subyacente.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Técnica de Allen (Allen, 1911): A, componentes necesarios para 

realizar una lesión cerebral traumática en ratas y realización de la técnica 
quirúrgica donde se muestra el antes (B) y después (C) de dejar caer el peso 

sobre el cerebro.  

A 

B C 
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Para el presente estudio se ha desarrollado un modelo de traumatismo 

adaptado de un protocolo descrito por Allen en 1911, la Técnica de Allen, que 

consiste en dejar caer un peso conocido desde una altura también determinada 

para inducir lesiones medulares en modelos experimentales. Posteriormente 

esta técnica fue adaptada por nuestro laboratorio para el estudio de lesiones 

traumáticas medulares en ratas Wistar adultas (Zurita et al, 2006), a partir de 

donde fue utilizada para producir lesiones cerebrales traumáticas (Bonilla et al, 

2009b). La lesión traumática cerebral resultante de la Técnica de Allen es 

similar a la que se encuentra cuando se realiza a través del CCI (Dixon et al, 

1991), es un tipo de lesión focal que produce destrucción de la sustancia gris y 

de la sustancia blanca subyacente (Figura 9). 

 

Se produjo la lesión cerebral traumática dejando caer, desde una altura de 15 

cm sobre la superficie del cerebro una barra de 12 mm de diámetro y 25 g de 

peso. Esta barra fue guiada en su caída a través de un cilindro hueco, 

adaptado al área de la craneotomía, que permite realizar una lesión 

estandarizada (Figura 9-B y C). En todos los animales experimentales se 

observaron daños característicos de una lesión traumática cerebral 

inmediatamente después de despertar tras la realización de la cirugía. 

 

2.2. VALORACIÓN FUNCIONAL 

 

La lesión cerebral sobre el área motora y sensorial en la rata produce una serie 

de deficiencias como son, por ejemplo, pérdida del equilibrio y de la 

coordinación, disminución de la sensibilidad y de la fuerza en el lado 

contralateral a la lesión (lado izquierdo),...Para valorar la lesión cerebral crónica 

de los animales previamente lesionados, se realizó el seguimiento de las 

funciones neurológicas de los mismos durante los dos meses siguientes a la 

realización del traumatismo cerebral a través de dos test: 

 

 Escala de valoración sensitivo-motora. 

 

 Rotarod: coordinación y equilibrio. 
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Tabla 6: Escala de valoración neurológica generada a partir de escalas 

previamente descritas en la literatura y que consta de medidas de valoraciones de 
la función motora, sensorial, test de equilibrio de la viga y medida de ausencia de 
reflejos  
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Los test se realizaron 3 veces antes del trauma cerebral experimental (una vez 

al día 3 días antes de la lesión), con el fin de establecer los valores basales de 

los animales, posteriormente se fue realizando un seguimiento dos veces por 

semana durante los dos meses que siguen al desarrollo de la lesión cerebral. 

El trasplante se realizó trascurridos esos dos primeros meses a partir de donde 

se volvió a realizar un seguimiento dos veces por semanas, hasta transcurridos 

un total de 4 meses tras el trauma y dos meses tras el trasplante o el 

tratamiento control.  

 

a) Escala de valoración sensitivo-motora 

 

La Escala de valoración sensitivo-motora utilizada fue desarrollada basándose 

en una serie de escalas descrita previamente en la literatura pero a las que se 

les añadió algunas modificaciones (Chen et al, 2001b; Mahmood et al, 2001a). 

Dicho test modificado cuenta con una serie de valoraciones que abarca la 

función motora (estado muscular, movimientos anormales), sensorial (visual, 

táctil y propioceptivo) y test de equilibrio de la viga. La función neurológica fue 

valorada de 0 a 19 puntos (puntuación normal 0, puntuación de déficit máximo 

19) (Tabla 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

Figura 10: Medida del déficit motor a través del Rota-Rod donde se 
muestra en la figura A, un grupo de animales sin ningún tipo de lesión y en 
las figuras B y C, animales a los que se les ha producido el daño cerebral. 



                                                                                                              Material y Métodos 

46 

a) Rotarod: 

 

La coordinación y el equilibrio fue medido con el Rota-Rod (Mahmood et al, 

2002), que aparece descrito en la literatura como un método clásico de medir 

lesiones cerebrales en animales de experimentación (Figura 10). 

 

El Rota-Rod consta de un rodillo sobre el que se coloca el animal, que acelera 

progresivamente de 4 a 40 cm2/s durante un minuto. Los animales con lesiones 

cerebrales obtienen menos puntuación que los animales sanos, y la puntuación 

irá aumentando según sea más leve el grado de lesión. 

 

 

3. TERAPIA CELULAR CON CMM EN LESIONES TRAUMÁTICAS 

CEREBRALES  

 

3.1. CULTIVO DE CMM        

 

a) Obtención de las CMM      

    

Para la obtención de las CMM se utilizaron ratas Wistar macho (Charles River 

Laboratories International, Inc) de entre 200 y 250 g de peso. Para obtener el 

tejido donante para la extracción de las CMM la anestesia fue inducida situando 

a los animales en una cámara de anestesia con un flujo de oxígeno de 3 L/min 

y 8% de sevofluorane. Posteriormente fueron colocados en la mesa de cirugía, 

donde la anestesia se les administró a través de una mascarilla con un flujo 

constante de 5% de sevofluorane y 2 L/min de oxígeno, durante el proceso de 

extracción de las muestras las ratas respiraban espontáneamente.  

 

Se aislaron las tibias y los fémures, siendo inmediatamente colocados en 

medio alfa-MEM (Lonza Group Ltd, Switzerland)/2,5% suero fetal bovino (FBS, 

Lonza) suplementado con antibiótico (Lonza) a una temperatura constante de 

37ºC. Tras finalizar el proceso de extracción de las muestras,  los animales, 
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que seguían recibiendo el flujo anestésico, fueron sacrificados con una 

inyección intracardiaca de cloruro potásico.  

 

Las muestras fueron llevadas a laboratorio e introducidas bajo campana de 

flujo laminar para su inmediato procesamiento para la obtención de las CMM. 

Una vez bajo campana,  la temperatura de las muestras se mantuvo constante, 

para ello se sumergieron en alfa-MEM/2,5% FBS suplementado con antibiótico 

en placas p60 colocadas sobre una superficie con control de temperatura que 

se mantuvo constantemente a 37ºC durante todo el proceso.  

 

Una a una, las epífisis de los huesos fueron punzadas con una aguja del nº 20, 

por donde posteriormente se procedió a lavar las diáfisis con una jeringuilla y 

una aguja del nº 20 cargada con 2 ml de medio alfa-MEM completo, es decir, 

suplementado con 2 mM de L-glutamina (Lonza), 100 u/ml penicilina, 100 μg/ml 

estreptomicina, y sin deoxiribonucleótidos ni ribonucleótidos y con 20% FBS. 

Posteriormente, las células de la médula ósea se disgregaron mediante 

pipeteado y se filtraron a través de una malla de nylon de 70 µm (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La suspensión celular resultante fue sometida a recuento en cámara de 

Neubauer mediante el test de viabilidad del azul tripán. Tras el mismo, las 

células se cultivaron en frascos de 75 cm2 a una concentración 160.000 

Figura 11: Obtención de las CMM del estroma de la médula ósea de ratas macho, 
dónde se muestra en la figura A, el lavado de las diáfisis con medio alfa-MEM 
completo/20%FBS, en la figura B se muestra la disgregación mecánica de la médula 
ósea obtenida y en la C el filtrado de la suspensión celular a través de una malla de 

nylon de 70 µm. 

A B C 
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células/cm2 en presencia de 20 ml de medio alfa-MEM completo/20%FBS, en 

una estufa a 37ºC con 5% CO2. 

 

A las 72 horas de incubación el sobrenadante fue retirado y sustituido por 

medio nuevo, ya que las CMM son conocidas por su capacidad de crecer 

adheridas al plástico en contra del resto de los tipos celulares de la médula 

ósea. Tras realizar una serie de cambios de medio, prácticamente todas las 

células que quedan en el cultivo son CMM (Friedenstein et al, 1976). 

 

b) Mantenimiento de los cultivos de CMM  

     

Cuando las células alcanzaron un desarrollo cercano a la confluencia, éstas 

fueron levantadas del frasco de cultivo. Una vez retirado el medio de cultivo, los 

frascos fueron lavados 2 veces con buffer fosfato (PBS) 1X. Una vez retirado el 

PBS 1X se procedió a su incubación con 2 ml de tripsina 0.25%/1mM EDTA 

(Lonza) durante 4-5 minutos a 37ºC. Tras este periodo de incubación la tripsina 

fue inactivada con 6 ml de medio alfa-MEM completo/2,5% FBS, y los frascos 

fueron posteriormente lavados de nuevo con 6 ml de medio alfa-MEM 

completo/2,5% FBS. Las células obtenidas, tras ser centrifugadas a 1200 rpm 

durante 15 minutos, fueron lavadas con 20 mL de medio alfa-MEM 

completo/2,5%FBS mediante centrifugación a 1200 rpm durante 5 minutos 

cada lavado. Finalmente el botón celular obtenido fue diluido en medio alfa-

MEM completo/10%FBS y sometido a recuento nuevamente mediante el test 

de viabilidad de azul tripán. Una vez conocido el número de células madre, 

éstas fueron subcultivadas en frascos de 75 cm2 en una concentración 15.000 

células/cm2 en presencia de 12 ml de medio alfa-MEM completo/10% FBS.  

 

c) Preparación de las CMM para los trasplantes         

 

Para obtener el material donante para el trasplante celular, células 

correspondientes a un primer pase (P1) se levantaron en condiciones estériles 

y bajo campana de flujo laminar. Una vez retirado el medio de cultivo, los 

frascos fueron lavados 2 veces con PBS 1X. Una vez retirado el PBS 1X se 

procedió a su digestión enzimática con 3 ml de tripsina 0.25%/1mM EDTA 
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durante 4-5 minutos a 37ºC. Tras este periodo de incubación la tripsina fue 

inactivada con 6 ml de medio alfa-MEM completo/2,5% FBS y los frascos 

fueron posteriormente lavados de nuevo con 6 ml de medio alfa-MEM 

completo/2,5% FBS. Las células obtenidas, tras ser centrifugadas a 1200 rpm 

durante 15 minutos, se lavaron con suero fisiológico y se sometieron a recuento 

celular mediante el test de viabilidad del azul tripán. Una vez realizado el 

recuento, 3x106 CMM  fueron nuevamente centrifugadas a 1000 rpm durante 5 

minutos. Finalmente el botón celular obtenido fue diluido en suero fisiológico al 

volumen requerido para el trasplante, aproximadamente 30 µL, y cargadas en 

una jeringuilla Hamilton de 50 µl, en condiciones estériles y bajo campana de 

flujo laminar. 

 

d) Caracterización fenotípica de las CMM 

        

Se desarrollaron técnicas de citometría de flujo para poder caracterizar 

fenotípicamente los cultivos purificados de la médula ósea de las ratas macho 

donantes. 

 

Una vez levantados los cultivos, tal como se indica en el apartado anterior, una 

pequeña muestra de células fue derivada para realizar el correspondiente 

estudio fenotípico. Para el análisis de citometría las células fueron separadas 

con tripsina y marcadas con anticuerpos primarios conjugados con fluorescein 

isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) o Alexa 647.  Los siguientes 

marcadores de superficie celular se utilizaron para caracterizar las células en 

cada pase: CD11b, CD29, CD31, CD45 y CD90 con el apropiado control 

isotípico conjugado con un fluorocromo (todos los anticuerpos de AbD Serotec, 

Oxford, UK), cada anticuerpo es específico de marcadores en rata.  

 

Se realizó un protocolo estándar de manejo para marcar las CMM. Se 

resuspendieron 106 células mililitro en Running Buffer (RB; Miltenyi Biotec 

GmbH, Gladbach, Germany) y se incubaron con el anticuerpo primario (1:10, 

v/v) durante 15 minutos a 4ºC. Posteriormente las células se lavaron con RB y 

se centrifugaron durante 7 minutos a 4ºC, el pellet resultante se resuspendió 

nuevamente en 0.5 mL de RB. Para detectar las células muertas y poder así 
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eliminarlas del estudió se añadió 5 µL de Ioduro de propidio (Southernbiotech, 

Birmingham, AL, USA) en todos los experimentos realizados. El análisis de 

citometría se realizó en un citómetro Cytomics FC500 MPL, los resultados 

obtenidos se analizaron con CFC 500MXP, version 2.2 (Beckman Coulter Inc.; 

Miami, FL, USA). Las diferentes poblaciones celulares de los cultivos de CMM 

fueron identificadas basándose en diagramas de tamaño/complejidad 

(forward/side scatter; FSC/SSC). Los cultivos de células típicamente 

mesenquimales deben expresar ≥/95% de CD29 y CD90; y deben tener una 

expresión ≤/5% de CD11b, CD45 o CD31. Las colecciones de datos adquiridos 

se analizaron con el software CXP (version 2.1; Beckman Coulter Inc).  

 

Sólo las CMM que permanecieron menos de 5 semanas en cultivo y con 

características fenotípicas típicas de CMM con una viabilidad mayor de un 95% 

se utilizaron para realizar los diferentes tratamientos (Tabla 7).  

 

 

 

 

 

3.2. TRASPLANTE 

 

Para poder comprobar la posible utilidad del trasplante de CMM en el 

tratamiento del daño cerebral crónico se desarrollaron los siguientes grupos 

experimentales: 

 

 Grupo A (n=10): Trasplante intralesional de las CMM resuspendidas en 

suero fisiológico.  

 

 CMM 

Tiempo en cultivo ≤ 5 semanas en cultivo 

Características fenotípicas 
Expresión ≥/95%:  CD29 y CD90 

Expresión ≤/5%:  CD11b, CD45 o CD31 

Viabilidad ≥/95% 

Tabla 7: Criterios de selección de las CMM utilizadas para realizar los 

estudios de terapia celular.  
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 Grupo B (n=10): Trasplante intralesional simplemente de suero 

fisiológico.  

 
Trascurridos 2 meses del desarrollo del trauma cerebral, todas las ratas fueron 

anestesiadas con un flujo de oxígeno continuo de 3 L/min y 8% de sevofluorane 

y premedicadas con morfina (2.5 mg/kg, s.c.) y meloxicam (2 mg/kg, s.c.). La 

anestesia se mantuvo mediante sevofluorane al 2% y 3 L/min de oxígeno, 

durante la cirugía las ratas respiraban espontáneamente. Se  procedió a abrir 

una ventana sobre la  misma zona donde 2 meses antes se había realizado la 

craneotomía con el fin de exponer la cavidad post-traumática.  Una vez 

realizada  la abertura  del campo quirúrgico los trasplantes se desarrollan 

según el grupo experimental correspondiente.  

 

A diez ratas hembras Wistar adultas se les trasplantan intralesionalmente 3x106 

CMM, las cuales fueron procesadas como se indica en el apartado anterior  

3.1.c), y diez ratas recibieron el trasplante intralesional de 30 µl de suero 

fisiológico como control.   

 

 

4. ESTUDIO HISTOLÓGICO 

 

A los dos meses de recibir el tratamiento correspondiente a cada grupo (4 

meses después del trauma cerebral), las ratas fueron anestesiadas con 

sevofluorane al 4% en un flujo de oxígeno de 3 L/min, y perfundidas 

transcardialmente con una solución de 10 mL de suero salino con heparina, 

seguido por 100 mL de paraformaldehído al 4 % en una solución de PBS 1X, 

pH 7,4.  

 

Una vez extraídos los cerebros fueron post-fijados en la misma solución de 

paraformaldehído durante 12 horas a 4ºC. Posteriormente,  fueron procesados 

siguiendo las técnicas convencionales histológicas de inclusión en parafina. 

Para ello se dividieron sagitalmente por la mitad, de modo que el hemisferio 

lesionado y el contralateral quedaron separados. Tras ser lavados y 

deshidratados en una serie creciente de alcoholes se sumergieron en parafina 
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a 55ºC 24 horas. Pasado el tiempo se formaron dos bloques de tejido por 

cerebro (uno por hemisferio), los cuales fueron procesados a través de un 

microtomo convencional de forma seriada en cortes de 5 μm. Cada 10 cortes 

histológicos se realizó una Hematoxilina-Eosina (H-E), como tinción control del 

tejido, para poder detectar diferencias histológicas según el tratamiento 

administrado. 

 

4.1. CARACTERIZACIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA  

 

En el presente estudio, la caracterización inmunohistoquímica de la zona de la 

lesión se realizó mediante la utilización de diferentes marcadores celulares. 

 

a) Procedimiento general. 

 

Cinco cortes separados entre sí 20 μm de cada bloque de parafina fueron 

desparafinados en Xilol seguido por una serie decreciente de alcoholes hasta 

agua. Una vez lavadas las secciones con PBS, se colocaron en un buffer 

citrato salino (pH: 6) (en aquellos casos en los que era necesario) que fue 

llevado a la ebullición en un microondas durante 10 minutos. Después de 

enfriarse a temperatura ambiente, los cortes se trataron con 3% H2O2 durante 

30 minutos para inactivar la actividad de la peroxidasa endógena.  

PROCEDIMIENTO GENERAL INMUNOHISTOQUÍMICA 

Anticuerpos 
primarios  

(Anti-proteína específica) 

Suero 
bloqueante 

Desenmascaramiento 
antigénico 

Anticuerpo  
secundario 

Dcx (Doblecortina) RABBIT NO NECESITA Biotilylated Anti-goat IgG 

Ki-67 GOAT CITRATO SÓDICO 
Biotinylated Anti-rabbit IgG 

Cy
TM 

2 anti-rabbit IgG   

Nestina HORSE NO NECESITA Biotinylated Anti-mouse IgG 

NF-200 HORSE NO NECESITA 
Biotinylated Anti-mouse IgG 

TRICT anti-mouse IgG 

Neu-N GOAT CITRATO SÓDICO Cy
TM 

2 anti-mouse IgG 

MAP-2 HORSE NO NECESITA Biotinylated Anti-mouse IgG 

PGFA HORSE NO NECESITA 
Biotinylated Anti-mouse IgG 

Cy
TM 

2 anti-mouse IgG 

Tabla 8: Reactivos generales usados en el desarrollo de la técnica inmunohistoquímica.  
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Antes de la incubación con el anticuerpo primario, los lugares de unión no-

específicos fueron bloqueados durante una hora con suero normal 3% 

correspondiente a la especie en la que el anticuerpo secundario fue generado. 

El anticuerpo primario se añadió directamente tras quitar el exceso de suero 

bloqueante y fue incubado toda la noche a 4ºC. Tras lavar el primario con PBS, 

las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario acorde con el 

anticuerpo primario utilizado conjugado con biotina.  

 

Finalmente el anticuerpo secundario se lavó con PBS y se reveló utilizando la 

técnica ABC para estudio con microscopía de luz convencional. En cada serie 

se realizaron controles del anticuerpo primario y del secundario, los cuales 

consistieron en realizar la técnica completa sustituyendo el anticuerpo primario 

o el secundario por PBS. 

 

b) Marcadores específicos. 

 

Los reactivos generales usados en el desarrollo de la técnica 

inmunohistoquímica se muestran en el Tabla 8, mientras que las 

características concretas de cada uno de ellos se muestran en el Tabla 9. A 

continuación se describen detalladamente los estudios histológicos 

desarrollados: 

 

a. Estudio de marcadores neuronales y gliales 

 

Para poder comprobar cómo el trasplante de las CMM en el tejido cerebral 

puede relacionarse con la expresión de marcadores neurales y gliales se 

estudió la expresión de: 

 

- MAP-2 (Proteína 2 asociada a microtúbulo): marcador citoplasmático de 

neuronas maduras. 

 

- Proteína gliofibrilar ácida (PGFA): proteína fibrosa que forma parte de 

los filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular, en particular de 

células gliales como los astrocitos y células de Schwan. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Filamentos_intermedios
http://es.wikipedia.org/wiki/Citoesqueleto
http://es.wikipedia.org/wiki/Glia
http://es.wikipedia.org/wiki/Astrocito
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REACTIVOS ESPECÍFICOS 

Anticuerpos primarios  
(Anti-proteína específica) 

Casa comercial 
Concentración 

de uso 

   

Dcx (Doblecortina) Santa Cruz Biothecnology, Inc. 1:200 

Ki-67 
LabVision Westinghouse, Dr Fremont, 

CA, USA 
1:200 

Nestina 
MILLIPORE (Chemicon International 

Inc, Temecula, CA, USA) 
1:200 

 

Neu-N 
Chemicon International Inc, Temecula, 

CA, USA 
1:500 

NF-200 AbD Serotec 1:100 

MAP-2 Chemicon International Inc, Temecula, 
CA, USA 

1µg/ml 

PGFA 
LabVision Westinghouse, Dr Fremont, 

CA, USA 
1µg/mL 

   

Anticuerpos 
secundarios 

Casa comercial 
Concentración 

de uso 

   

Anti-biotin mouse IgG 
Jackson Inmunoreseach Laboratories, 

Inc. 
1:200 

Biotinylated Anti-mouse IgG Vector Laboratories Inc, CA, USA 5µg/ml 

Biotinylated Anti-mouse IgG 
Jackson Inmunoreseach Laboratories, 

Inc. 
1:200 

Biotinylated Anti-rabbit IgG 
Jackson Inmunoreseach Laboratories, 

Inc. 
1:200 

Biotinylated Anti-GOAT IgG Vector Laboratories Inc, CA, USA 
1:200 

 

Cy
TM 

2 anti-rabbit IgG 
Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

Inc., Baltimore Pike, USA 
1:200 

TRICT anti-mouse IgG 
Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

Inc., Baltimore Pike, USA 
1:200 

   

Suero bloqueante Casa comercial 
Concentración 

de uso 

   
Suero Goat Vector Laboratories Inc, CA, USA 5% 

Suero Horse Vector Laboratories Inc, CA, USA 5% 

Suero Rabbit Vector Laboratories Inc, CA, USA 5% 

   

Tabla 9: Características concretas de cada uno de los reactivos utilizados en 

la realización de la técnica inmunohistoquímica. 
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b. Estudio de la neurogénesis 

 

Para poder comprobar la utilidad del trasplante de CMM como mecanismo de 

activación de la neurogénesis endógena se estudió: 

 

- Nestina: filamento intermedio típico de células precursoras nerviosas. 

Marca la terminación del ciclo celular y el inicio de la diferenciación. 

 

Para poder analizar la expresión de Nestina, 3 cortes separados entre sí 40 µm 

fueron seleccionados de cada animal. El número total de células Nestina+ en la 

zona de lesión o de la zona subventricular (ZSV) fue contado de cada corte 

histológico a 400x, tomándose como valor final la media de los tres cortes. 

 

c. Estudio de la proliferación 

 

Para poder analizar la actividad proliferativa se estudíó la expresión de Ki-67 en 

el tejido cerebral:  

 

- Ki-67: marcador nuclear de células en proliferación; la proteína ki-67 

está presente durante las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2, y 

mitosis), pero está ausente en la fase estacionaria del ciclo (G0). 

 

De 3 cortes separados entre sí 40 µm se contó el número total de células Ki-

67+ en la zona de lesión y de la ZSV a 40x, tomándose como valor final la 

media de los tres cortes. 

 

c) Detección de la neurogénesis y de la proliferación: 

 

Algunos cortes fueron sometidos a un doble marcaje por inmunofluorescencia 

con el fin de detectar la co-expresion de Nestina y Ki-67. Las secciones 

histológicas fueron incubadas con dos anticuerpos secundarios combinados 

con dos fluorocromos diferentes para su posterior identificación, CyTM 2 anti-

rabbit IgG y TRICT anti-mouse IgG, durante  1 hora a temperatura ambiente. 

Tras lavar con PBS los cortes fueron nuevamente incubados con 4' 6-
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diamidino-2-phenylindole dichlorhydrate (DAPI) (Merck KgaA, Darmstadt, 

Alemania) y montados con glicerol. 

 

4.2. HIBRIDACIÓN IN SITU: Detección del gen Sry del cromosoma Y 

 

Una vez terminado el estudio de valoración funcional y tras eutanasiar a los 

animales, la localización de las células en la zona de lesión se realizó a través 

de una Hibridación In Situ con el fin de localizar las células procedentes de las 

ratas macho donantes de las que se extrajo la médula ósea. Para ello se utilizó 

una sonda de DNA contra la región Sry del Cromosoma Y murino, que es 

aquella encargada de la determinación del sexo en los roedores, y que se 

encuentra marcada en su extremo 5´con biotina. 

 

Tres cortes separados entre sí 30 μm de cada bloque (conteniendo el 

hemisferio derecho del cerebro, es decir, aquel en el que se realizó la lesión y 

los tratamientos) fueron desparafinados en Xilol seguido por una serie 

decreciente de alcoholes hasta agua. Posteriormente se incubaron las 

muestras en HCl 0.2M. Tras lavar las muestras con PBS se acetiló el tejido con 

Tiocianato sodico 7% (Sigma-Aldrich®) durante 10 minutos a 80ºC. Una vez 

lavado con PBS se incubó nuevamente la muestra en Proteinasa-K 50 μgr/ml 

(Sigma-Aldrich®) durante 15 minutos a 37 ºC tras lo cual se lavó nuevamente 

con PBS y se post-fijaron las preparaciones con paraformaldehido 4% en PBS 

(pH: 7,4). Una vez fijadas las muestras fueron nuevamente lavadas con PBS 

1X. 

 

Antes de proceder a la hibridación se incubaron las preparaciones durante 5 

horas a temperatura ambiente en una mezcla de prehibridación consistente en 

Formamida desionizada 50% (Sigma-Aldrich®), Denhart 5X (Sigma-Aldrich®), 

SSC 2X (SSC 20X, BioRad Laboratories, Inc). Transcurrido el tiempo se retiró 

el exceso de mezcla de prehibridación y se añadió el de hibridación, el cual 

consta de los mismos elementos pero al que se le añade también Dextran 

sulfato 10% (Sigma-Aldrich®), DNA Salmon 200 µg/ml (Sigma-Aldrich®) y la 

sonda a una concentración final total de 400 ngr. Una vez cubiertas con un 
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cubreobjeto y selladas las muestras se desnaturalizaron a 80ºC durante 5 

minutos, se dejaron enfriar en hielo y se hibridaron toda la noche a 50ºC. Al día 

siguiente se retiraron los cubreobjetos y se lavaron con SSC 2X. 

Posteriormente se incubaron con Formamida desionizada al 50% en SSC 2X. 

Una vez lavadas las muestras con SSC 2X se sumergieron en una solución 

detergente durante 10 minutos.  

 

La sonda biotinilada fue visualizada a través de una inmunofluorescencia, 

usando un anticuerpo primario anti-biotina mouse IgG (1:100, Jackson) y un 

anticuerpo secundario conjugado con Rhodamine (TRICT anti-mouse IgG 

(1:200, Jackson). Los cortes fueron incubados con 4' 6-diamidino-2-

phenylindole dichlorhydrate (DAPI)(Merck) y montados con glicerol. Se 

realizaron controles negativos donde la sonda no fue añadida al mix de 

hibridación y controles positivos donde la hibridación se realizó sobre cerebros 

de ratas macho.  

 

a) Expresión de marcadores neuronales y gliales de las CMM 

trasplantadas 

 

Algunos cortes histológicos fueron sometidos a un doble marcaje para intentar 

visualizar la posible co-localización del gen Sry junto con el marcador neuronal 

Neu-N o el marcador astroglial PGFA. Cada sección sagital fue primero tratada 

para la posible detección del gen Sry como se describe en el apartado 4.2.  

 

Una vez finalizada la Hibridación In Situ, se incubó la muestra con un 

anticuerpo primario anti-Neu-N mouse IgG o anti-PGFA mouse IgG toda la 

noche a 4ºC. Tras lavar las muestras se incubó nuevamente durante una hora 

con un anticuerpo secundario conjugado con CyTM 2 anti-mouse IgG (1:200, 

Jackson). Los cortes fueron incubados con 4' 6-diamidino-2-phenylindole 

dichlorhydrate (DAPI) (Merck) y montados con glicerol. Se realizaron controles 

negativos y positivos.  
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PARTE II:  

EFICACIA DE LA TERAPIA CELULAR EN FUNCIÓN DEL NIVEL 

DE LESION TRAUMÁTICA CEREBRAL CRÓNICA 

 

 

1. PROCEDIMIENTO GENERAL                                             

 

El procedimiento realizado en la segunda parte del presente trabajo sigue un 

desarrollo similar al descrito en la PARTE I pero con algunas consideraciones 

significativas en cuanto al número de animales utilizado. 

 

El número total de animales necesario para poder determinar la eficacia de la 

terapia celular en función del nivel de lesión cerebral se estableció en principio 

en 50 animales, aunque el número real utilizado se determinó en función de la 

capacidad de los animales de sobrevivir y de ser independientes una semana 

después de la realización del trauma cerebral experimental, siendo finalmente 

62 ratas. Una vez que los animales alcanzaron la fase crónica fueron 

clasificados en función de su grado de lesión, y distribuidos aleatoriamente 

para establecer los grupos experimentales para recibir los diferentes 

tratamientos. En la Figura 12 se muestra la cronología de los experimentos. 

 

 

 

Figura 12: Cronología de los experimentos realizados para la realización de la PARTE II 

del presente trabajo. Primero, obtención de la valoración basal de los animales seguida 
de la realización del TCE experimental. Segundo, establecimiento se los niveles de déficit 
neurológico y tercero, estudio de la efectividad de la terapia celular en función del nivel de 
lesión cerebral a través del análisis de las muestras histológicas y de los resultados 
funcionales. 
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El desarrollo de la segunda parte del presente trabajo se realizó en diferentes 

fases: 

 

1. Establecimiento de una serie de criterios para detectar diferentes niveles de 

lesión neurológica dentro de un modelo de lesión traumática cerebral en 

ratas Wistar adultas, a través del uso de test de valoración neurológica. 

 

2. Determinar si la efectividad de las terapias celulares con CMM se ve 

comprometida con el nivel de deterioro de la función neurológica dentro de 

dicho modelo de lesión cerebral traumática crónica en ratas Wistar adultas. 

 
3. Estudio sobre el tejido cerebral de la posible influencia de la terapia celular 

en función del nivel de lesión y el tratamiento administrado. 

 

 

 

2. NIVELES DE DÉFICIT NEUROLÓGICO                                                                               

 

2.1. MODELO ANIMAL  

 

a) Realización de la lesión cerebral traumática para conseguir 

diferentes niveles de lesión cerebral crónica 

 

La realización de la lesión cerebral traumática se desarrolló tal y como se 

describe en el apartado 2.1. de la PARTE I. Pero para tratar de aumentar al 

máximo la supervivencia de aquellos animales que presentan una lesión 

cerebral grave se añadieron una serie de modificaciones al modelo de lesión 

cerebral traumática anteriormente descrito y que se describen a continuación.  

 

b) Cuidados de animales con lesión cerebral grave 

 

Con el fin de intentar aumentar al máximo la supervivencia de los animales con 

lesiones cerebrales graves para abarcar el máximo posible de diferencias en 

los distintos niveles de déficit neurológico, se desarrolló un exhaustivo 

protocolo de cuidados pre, intra y post-operatorios de los animales empleados. 
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Alguno de los puntos ya se han desarrollado anteriormente y el resto se realizó 

los días siguientes a la realización de la cirugía de TCE experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al finalizar la parte quirúrgica del modelo experimental de lesión cerebral 

traumática se añadieron los siguientes aspectos: 

Figura 13: Modificaciones realizadas sobre el modelo de lesión traumática 

cerebral anteriormente descrito para aumentar la supervivencia de los animales 
con lesión cerebral grave: A, mantenimiento de la vía venosa periférica a través 
de un obturador; B y C, colocación de las ratas operadas en una UCI de 
pequeños animales; D y E, animales dos meses tras la realización del trauma 

cerebral experimental.  

D E 

A B 

C 
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- Se medicó a los animales intravenosamente con Diazepam (0,5 mg/kg) 

para prevenir posibles crisis epilépticas.  

 

- Se les retiro la hidratación, pero se mantuvo la vía venosa por medio de 

un obturador aproximadamente unas 24 horas tras la cirugía hasta 

comprobar la evolución de los animales (Figura 13-A).  

 
- Los animales fueron colocados en una cámara con temperatura y 

humedad controladas, realizándose cuidados postoperatorios 

específicos y procedimientos diarios de vigilancia (Figura 13-B y C).  

 
En la Tabla 10 se muestra un resumen del protocolo de cuidados de ratas con 

lesión cerebral traumática desarrollado y que se agrupa en 2 puntos 

fundamentalmente: 

 

- Medidas preventivas: administrados a todos los animales del estudio. 

 

o Cuidados pre-operatorios. 

o Cuidados intra-operatorios. 

 

- Cuidados post-operatorios:  

 

o Administrados a todos los animales del estudio durante las 

primeras 48 horas.  

o Administrados hasta 7 días post-TCE a aquellos animales con 

lesión cerebral grave que no son capaces de sobrevivir por sí 

mismos, momento en el que si no son independientes serán 

eutanasiados. 

 

Con este modelo experimental, logramos producir una lesión cerebral grave. 

Durante el transcurso de los dos meses siguientes a la realización del trauma 

los animales no mostraron signos de recuperación funcional espontánea 

(Figura 13-D y E), momento en que se llevó a cabo el presente estudio. 
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 Pauta Administración Finalidad 

C
u

id
a

d
o

s
  

p
re

-o
p

e
ra

o
ri

o
s
 

(2
4

h
  

p
re

-T
C

E
) 

Fenitoína  
5 mg/kg intravenosos, 
en 1 dosis 

Prevención de crisis 
epilépticas 

C
u

id
a

d
o

s
 

in
tr

a
-o

p
e

ra
to

ri
o

s
 

Ringer-lactato  
2 mL intravenosos en 
un flujo continuo 
durante toda la cirugía 

Hidratación 

Diazepam  
0,5 mg/kg intravenosos, 
en 1 dosis 

Prevención de crisis 
epilépticas 

C
u

id
a

d
o

s
 

p
o

s
t-

o
p

e
ra

to
ri

o
s

  

(h
a

s
ta

 1
 s

e
m

a
n

a
 p

o
s

t-
T

C
E

) 

Colocación de los 
animales en UCI 

Hasta 7d post-TCE  

Mantenimiento de la 
vía venosa periférica 

Hasta 7d post-TCE 
(cambiando el catéter 
cada 48h).  Aumentar al máximo la 

supervivencia de 
aquellos animales con 
lesión cerebral grave 
hasta que aprendan/ 
recuperen la capacidad 
de beber por sí mismos. 
 

Ringer-lactato  
2 mL intravenosos 3 
veces al día  hasta 7d 
post-TCE 

Hidratación oral 
3 mL de agua o suero 
oral 3 veces al día  
hasta 7d post-TCE. 

Papillas 
hiperproteicas  

2 mL 3 veces al día  
hasta 7d post-TCE 

Aumentar al máximo la 
supervivencia de 
aquellos animales con 
lesión cerebral grave 
hasta que aprendan/ 
recuperen la capacidad 
de comer por sí mismos. 

Diazepam  
0,5 mg/kg intravenosos, 
en 1 dosis 

Tratamiento de crisis 
epilépticas cada vez que 
tengan lugar. 

Tabla 10: Cuidados pre, intra y post-operatorios realizados para aumentar la 

supervivencia de los animales con lesión cerebral traumática.  
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2.2. VALORACIÓN FUNCIONAL PARA DETECTAR NIVELES DE LESIÓN 

CEREBRAL 

 

Para determinar el grado de daño cerebral, todos los animales fueron valorados 

funcionalmente los dos meses siguientes a la realización del traumatismo 

cerebral a través de dos test: 

 

 Escala de valoración sensitivo-motora. 

 Trayectoria: movimiento lineal. 

 

El Rotarod fue retirado puesto que en el transcurso de la PARTE I se observó 

que no era capaz de distinguir entre diferentes niveles ya que aporta cierto 

grado de aprendizaje por parte de los animales. 

 

a) Escala de valoración sensitivo-motora 

 

La Escala de valoración sensitivo-motora utilizada para la detección de los 

niveles de lesión cerebral fue realizada tal y como se describe en el apartado 

2.2. a) de la PARTE I.  

 

b) VTB test 

 

Para una valoración más objetivas de la función neurológica se utilizó un nuevo 

método de valoración que consta de un soporte informático (Smart) unido a una 

cubículo donde se captan imágenes de vídeo (VTB test). A través del VTB test 

podemos estudiar la función neurológica de los animales ya que se cuantifican 

parámetros del comportamiento como la actividad motora y la orientación. Este 

método ha sido usado en nuestro laboratorio para cuantificar la recuperación 

funcional en ratas Wistar adultas con una lesión cerebral adquirida como 

consecuencia de una hemorragia intracerebral (Otero et al, 2010), o una lesión 

traumática (Bonilla et al, 2009a). 
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El VTB test analiza las imágenes captadas a través de una videocámara 

colocada en la base de una caja cerrada de 35x45 cm de base sobre la que se 

colocan los animales susceptibles de ser evaluados (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el estudio de comportamiento, se tomaron una serie de parámetros: las 

imágenes se captaron durante 90 segundos y la velocidad máxima de los 

animales se estableció en 10 cm/s. Se definieron una serie de áreas con el fin 

de establecer las diferencias en el movimiento y la orientación de los animales 

dentro del cubil, las cuales se agruparon en dos zonas principales: zona interior 

y zona exterior del campo. Los animales sanos se mueven preferentemente por 

la zona exterior, mientras que los animales lesionados lo hacen indistintamente 

por ambas zonas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: VTB test, donde se muestra: A, estructura que compone el sistema de 
captación, y B, áreas definidas para analizar las imágenes captadas. 

Figura 15: Imágenes obtenidas en el VTB test, donde se muestra A, el movimiento 
de un animal sin lesión cerebral y B y C, el movimiento de animales con diferentes 

niveles de lesión cerebral traumática crónica. 

A B 

B C A 
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Se estudió el Tiempo de permanencia en la zona interior, que representa la 

cantidad de tiempo que un animal pasa dentro de la zona de estudio. Existe 

una relación entre la cantidad de tiempo que los animales pasan en dicha zona 

y la gravedad de la lesión cerebral existente: más tiempo significa más nivel de 

lesión cerebral (Figura 15). 

 

 

3. RELACIÓN ENTRE LA EFECTIVIDAD DE LA TERAPIA 

CELULAR Y EL NIVEL DE LESIÓN CEREBRAL CRÓNICA                                                                        

 

Tras conocer los resultados del estudio anterior (dos meses después de 

realizar el modelo de lesión cerebral traumática), se intentó determinar si el 

nivel de déficit neurológico puede influir en la eficacia de la terapia celular. 

 

3.1. CULTIVO DE CMM        

 

La obtención del material donante para la obtención de CMM, así como su 

mantenimiento y preparación y caracterización para la realización de los 

trasplantes para desarrollar la PARTE II del presente trabajo, se realizó tal y 

como se describe en el apartado 3.1. de la PARTE I.  

    

Con el fin de aumentar la eficacia de la terapia para tratar las secuelas de la 

lesión cerebral traumática experimental grave se trasplantaron  5x106 CMM en 

lugar de 3x106 CMM. El botón celular obtenido fue diluido en suero fisiológico al 

volumen requerido para el trasplante, aproximadamente 30 µL y cargadas en 

una jeringuilla Hamilton de 50 µl, en condiciones estériles y bajo campana de 

flujo laminar. 

 

3.2. TERAPIA CELULAR CON CMM  

 

El tratamiento intralesional se realizó teniendo en cuenta los resultados 

obtenidos en el punto 2. Niveles de déficit neurológico de la PARTE II del 

presente estudio.  
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a) Determinación de los grupos experimentales       

 

Para poder definir los grupos experimentales, las ratas correspondientes a los 

grupos de lesión grave y lesión media se dividieron aleatoriamente en dos 

subconjuntos: aproximadamente el 50% de los animales de cada nivel de 

lesión fue derivado al grupo experimental que recibió el tratamiento con CMM, y 

aproximadamente el otro 50% de los animales de cada nivel de lesión se derivó 

al grupo experimental que recibió el tratamiento control con suero fisiológico.  

Las ratas correspondientes al grupo de lesión leve fueron retiradas del estudio 

debido a que su bajo nivel de lesión puede enmascarar los resultados 

obtenidos con el tratamiento con CMM y suero.  

 

Los grupos experimentales finales para tratar de determinar la efectividad de la 

terapia celular con CMM en lesiones cerebrales traumáticas permanentes se 

establecieron como sigue (Tabla 11):  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Déficit 

 neurológico 

Grupos 

experimentales 

Lesión leve Animales retirados del estudio 

Lesión media o 

moderada 

CMM: aproximadamente el 50% de los animales 

con lesión media 

Suero salino: aproximadamente el 50% de los  

animales con lesión media 

Lesión grave 

CMM: aproximadamente el 50% de los animales 

con lesión grave 

Suero salino: aproximadamente el 50% de los  

animales con lesión grave 

Tabla 11: Definición de los grupos experimentales para determinar la 
efectividad de la terapia celular con CMM según el nivel de déficit 
neurológico en animales con un daño cerebral traumático permanente.  
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b) Trasplante intracerebral  

 

Trascurridos 2 meses del desarrollo del TCE todas las ratas fueron 

nuevamente anestesiadas y medicadas como se expone en el apartado 3.2. de 

la PARTE I.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez realizada la apertura del campo quirúrgico, se procedió a realizar el 

trasplante intralesional con CMM o suero fisiológico (Figura 16) según el grupo 

experimental correspondiente. 

 

- Grupo lesión leve: animales que deben abandonar el estudio. 

 

- Grupo lesión media:  

o Trasplante intralesional  de 5x106 CMM en 30 µL de suero 

fisiológico a través de una jeringuilla Hamilton de 50 µl. 

o Trasplante intralesional de 30 µL de suero fisiológico a través de 

una jeringuilla Hamilton de 50 µl. 

 

- Grupo lesión grave: 

o Trasplante intralesional  de 5x106 CMM en 30 µL de suero 

fisiológico a través de una jeringuilla Hamilton de 50 µl. 

O Trasplante intralesional de 30 µL de suero fisiológico a través de 

una jeringuilla Hamilton de 50 µl. 

Figura 16: Trasplante 

intralesional de 5 
millones de células 
madre obtenidas de 
médula ósea de ratas 
macho donantes  en 
ratas con una lesión 
cerebral traumática con 
dos meses de evolución. 
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3.3. SEGUIMIENTO DE LA FUNCIÓN NEUROLÓGICA DESPUÉS DE LOS 

TRATAMIENTOS.         

 

Para llevar a cabo el seguimiento de la función motora y sensorial se realizaron 

los test descritos anteriormente en el apartado 2.2. de la PARTE II (Escala de 

valoración sensitivo-motora y Trayectoria, test VTB).  

 

Se tomaron semanalmente, durante los dos meses siguientes a la 

administración de los tratamientos, los datos de la evolución de los animales 

tratados con CMM  y de los animales controles de los dos niveles de lesión 

(animales con lesión media y animales con lesión grave) y se analizaron los 

posibles cambios entre los grupos. 

 

 

4. ESTUDIO HISTOLÓGICO 

 

El estudio histológico se desarrolló tal y como se describe en el apartado 4. de 

la PARTE I, pero con algunas modificaciones.  

 

4.1. VOLUMEN DE LA CAVIDAD POSTRAUMÁTICA 

 

En cada caso, el volumen de lesión fue calculado en los cortes histológicos de 

acuerdo a la siguiente fórmula (Houchens, 1978; Morales et al, 2002). 

 

 

 

 

 

 

- V: volumen de lesión. 

- d: diámetro menor. 

- D: diámetro mayor. 

 

 
                      d2(mm2) x D(mm) 

                                   2 
V(mm3)= 
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4.2. CARACTERIZACIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA  

 

En el presente estudio, la caracterización inmunohistoquímica de la zona de 

lesión se realizó mediante la utilización de diferentes marcadores celulares. 

 

a) Procedimiento general. 

 

El procedimiento general inmunohistoquímico se realizó como se describe en el 

apartado 4.1. a) de la PARTE I.  

 

b) Marcadores específicos. 

 

Para poder comprobar cómo el trasplante de las CMM en el tejido cerebral 

dentro de los diferentes grupos experimentales puede relacionarse con la 

expresión de diferentes marcadores, y como dicha expresión está condicionada 

por el tratamiento administrado y el nivel de lesión cerebral crónico se estudió 

la expresión específica de las siguientes proteínas (ver apartado 4.1. de la 

PARTE I y Tablas 8 y 9): 

 

- Estudio de marcadores neuronales y gliales: 

o NF-200: marcador de filamentos intermedios típico del citoplasma 

de neuronas maduras.  

o PGFA. 

 

- Estudio de la neurogénesis 

o Nestina. 

o Dcx: microtúbulo expresado por células progenitoras neuronales y 

neuronas inmaduras. 

 

- Estudio de la proliferación 

o Ki-67. 
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4.3. HIBRIDACIÓN IN SITU: Detección del gen Sry del cromosoma Y 

 

a) Expresión de marcadores neuronales y gliales de las CMM 

trasplantadas 

 

Para localizar las células trasplantadas en los niveles de lesión media y lesión 

grave se procedió a realizar una Hibridación In Situ tal y como se describe en el 

apartado 4.2. de la PARTE I.  

 

b) Microscopía confocal. 

 

La detección de las células macho donantes trasplantadas y de su posible 

diferenciación hacia elementos neurales y gliales dentro del estudio de 

influencia de la gravedad de la lesión traumática cerebral en la efectividad de la 

terapia celular se realizó en la Unidad de Microscopía Confocal de la Fundación 

para la investigación Biomédica del Hospital Universitario Puerta de Hierro-

Majadahonda.   

 

Para ello se añadió una única modificación a la técnica anteriormente descrita: 

la detección de los núcleos celulares se realizó mediante To-pro  3  (Invitrogen) 

en vez del marcador nuclear DAPI. 

 

La Unidad de Microscopía Confocal consta de un Microscopio Confocal Leica 

TCS SP5 invertido con aumentos 10x, 20x, 40x, 63x con contraste de 

interferencia (Normasky) y que presenta 3 líneas de laser, mas una línea de luz 

transmitida con AOBS. Las líneas de laser específicas de las que consta son: 

 

- Argon/ (458, 477, 488, 496, 514nm)  

- 543 nm HeNe laser         

- 633 nm HeNe laser 
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5. ESTUDIO ESTADÍSTICO  

 

El estudio estadístico realizado fue común para la PARTE I y PARTE II 

desarrolladas en el presente estudio. Los datos recogidos fueron analizados 

utilizando el programa estadístico SPSS versión 15.0. 

 

5.1. RECOGIDA DE DATOS 

 

Todos los datos fueron recogidos por dos personas ajenas a los parámetros de 

estudio, es decir, con desconocimiento del tiempo de evolución de los 

animales, nivel de déficit neurológico establecido en la fase crónica de la lesión 

cerebral y  desconocimiento de si los animales habían recibido o no algún tipo 

de tratamiento (suero fisiológico o CMM). 

 

5.2. ESTUDIO DE LA EVOLUCIÓN DE LA FUNCIÓN NEUROLÓGICA TRAS 

EL TRASPLANTE INTRALESIONAL DE CMM 

 

En el caso del test sensitivo-motor se representan los valores tomados a partir 

de la escala de la figura 5, expresando los valores en cada grupo como la 

media±desviación típica. En el caso del Rotarod se otorga el 100% a la 

puntuación que realiza el animal en el primer punto (Normal), ya que es el 

máximo tiempo que el animal es capaz de mantener el equilibrio sobre el 

rodillo, y así se detectaron los posibles cambios también como porcentajes. La 

expresión de los datos  se muestra como la media±desviación típica. Las 

posibles diferencias estadísticas en la recuperación neurológica, así como el 

comportamiento de los datos a lo largo del tiempo se estudiaron a través del 

test de Análisis de varianzas (ANOVA) usando el programa informático SPSS. 

 

5.3. ESTABLECIMIENTO DE LOS NIVELES DE LESIÓN CEREBRAL 

 

Una vez establecida la lesión (fase crónica), se detectaron diferencias 

evidentes en el estado neurológico de los animales, es decir en su déficit 
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funcional. Para ello se intentó agrupar a los animales según su grado de lesión 

en:  

- Lesión leve: animales que deben abandonar el estudio por mostrar 

pocos déficits neurológicos. 

 

- Lesión media: daño cerebral más habitual al realizar una lesión focal por 

caída de un peso como se ha descrito anteriormente. La mayoría de los 

animales permanecieron en este grupo. 

 

- Lesión grave: animales con grandes déficits neurológicos, tanto 

sensoriales como motores. 

 

Para poder realizar la separación según el grado de lesión cerebral se 

analizaron los datos de todos los animales correspondientes a la Escala de 

valoración sensitivo-motora y Tiempo de permanencia en la zona interior del 

cubículo anteriores a la realización de los tratamientos. Todos los datos se 

analizaron utilizando el programa estadístico SPSS a través del estudio de los 

diagramas de frecuencia.  

 

Se sacaron del estudio los animales que mostraban poca frecuencia en los 

parámetros analizados, considerándose que mostraron una lesión leve. A los 

animales que aparecieron en el rango intermedio al analizar las tres categorías 

de estudio se les agrupo en lesión moderada, y por ultimo aquellos animales, 

que aún mostrando una frecuencia baja, mostraban claros síntomas de 

deficiencias neurológicas y que se salían del conjunto de datos fueron 

agrupados en lesión severa. 

 

5.4. EFICACIA DE LA TERAPIA CELULAR SEGÚN EL NIVEL DE DÉFICIT 

NEUROLÓGICO PERMANENTE 

 

Sensibilidad de los test para detectar los cambios neurológicos que se 

producen como consecuencia de la administración de las CMM: se toman 

datos semanalmente de la evolución de los animales tratados con CMM y de 
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los animales controles dentro de los niveles de lesión media y grave y se 

analiza estadísticamente la capacidad de detectar los cambios entre: 

 

- Tratamientos dentro del mismo grupo 

- Mismo tratamiento en los dos grupos.  

 

Tanto en la Escala de valoración neurológica como en el Tiempo de 

permanencia en la zona interior del cubículo se representaron los valores 

obtenidos, expresando los mismos como la media del porcentaje de 

recuperación±desviación típica. Se otorga el 100% a la puntuación que realizó 

el animal en el primer punto (Normal), y 0% al valor obtenido como medida de 

su estado de déficit cerebral crónico, así se detectaron los cambios como 

porcentaje de recuperación. Las posibles diferencias estadísticas de los datos 

se estudiaron a través del test de Análisis de varianzas (ANOVA), usando el 

programa informático SPSS, en las semanas 2, 4, 6 y 8 post-trasplante con el 

fin de poder detectar los efectos que se producen como consecuencia de los 

tratamientos y los niveles de lesión. 

 

5.5. ESTUDIO HISTOLÓGICO 

 

a) Estudio del volumen de lesión 

 

Los datos obtenidos del volumen de lesión de los animales tratados con CMM y 

con suero de los dos niveles de lesión del estudio fueron analizados a través 

del estudio del test de Análisis de varianzas (ANOVA) 

 

b) Estudio de marcadores neurales  y detección de la neurogénesis 

 

Todas las muestras obtenidas fueron estudiadas cualitativamente bajo 

microscopio óptico convencional. 
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c) Estudio de proliferación celular  

 

Por cada grupo experimental se contó el número total de células 

inmunopositivas, los valores finales son expresados como la media±desviación 

típica. Se realizó el test de la t de Student para poder comparar el número de 

células inmunopositivas de los animales tratados con CMM y con suero dentro 

de los niveles de lesión media y grave. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 
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PARTE I:  

EFICACIA DE LA TERAPIA CELULAR EN LAS LESIONES 

TRAUMÁTICAS CEREBRALES CRÓNICAS 

 
 
 

1. ASPECTOS GENERALES 

 

Para la realización de la PARTE I del presente trabajo se utilizaron 29 ratas 

hembras Wistar adultas para la realización de la lesión traumática cerebral y 2 

machos Wistar adultos para obtener el tejido donante de médula ósea para la 

obtención de CMM.  A todas las ratas hembras se las realizó el trauma cerebral 

experimental previamente descrito, de ellas 9 murieron durante la cirugía o 

dentro de las primeras 48 horas de evolución del trauma (mortalidad de 

31.03%). Tras el trauma se detectó un déficit evidente en todos los animales.  

Se obtuvieron resultados de los 2 métodos de valoración que se realizaron 

durante el transcurso de 4 meses desde la lesión cerebral y dos meses tras la 

realización de la terapia celular. 

 
 

2. CARACTERIZACIÓN DE LAS CMM 

 

Todos los cultivos de CMM obtenidas del estroma de médula ósea de las ratas 

macho Wistar donantes cumplieron los criterios de selección definidos en la 

Tabla 7 del Material y Métodos.  

 

En la  Figura 17 se muestra un ejemplo de los fenotipos obtenidos a través del 

estudio de citometría de flujo de una muestra de CMM utilizada para la 

realización de los trasplantes. 

 

RESULTADOS 
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Figura 17: Ejemplo representativo de los datos obtenidos en el estudio de 

citometría de una muestra de un cultivo de CMM utilizado para realizar los 
trasplantes intracerebrales, en donde se muestra que cumplieron los criterios de 
selección establecidos en la Tabla 7. 
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3. EVOLUCIÓN DE LA FUNCIÓN NEUROLÓGICA  

 

Tras la administración de los tratamientos se  observó una mejora significativa 

en los animales trasplantados con CMM respecto de los animales controles. 

 

3.1. ESCALA DE VALORACIÓN SENSITIVO-MOTORA 

 

En la Escala de valoración sensitivo-motora (Figura 18), se observó una 

mejora continua y progresiva de los animales trasplantados con CMM respecto 

de los controles, dicha recuperación comenzó a partir de la semana 6, 

manteniéndose en la semana 8 tras el trasplante (p <0.05). 

 

 

 
 

Escala sensitivo-motora   

 Basal 
Pre-

tratamiento Semana 2 Semana 4 Semana 6 Semana 8 

Suero 0 8,1±0,80 7,2±0,98 7,6±0,88 8.0±0,94 8,1±0,92 

CMM 0 7,8±0,57 6,9±0,45 6,6±0,22 6,3±0,44 6,6±0,40 

A 

B 

Figura 18: A: Gráfica que muestra el perfil temporal de la recuperación 
funcional a través de la Escala sensitivo-motora del grupo tratado (CMM) 
respecto del grupo control (Suero). B: Tabla de datos de la Escala sensitivo-

motora. Se observan diferencias significativas desde la semana 6 tras el 
tratamiento (p< 0.05). 
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3.2. ROTAROD 

 
 
El Rotarod mide la coordinación y el equilibrio de los animales, los cuales se 

ven muy disminuidos tras el daño cerebral. Al realizar el trasplante de CMM se 

detectó una mejora progresiva en la función motora respecto del grupo control 

como se muestra en la Figura 19, la cual fue significativa en todos los puntos 

del modelo, comenzando en la semana 2 tras el tratamiento (p <0.05). 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

Rotarod 

 Basal 
Pre-

tratamiento Semana 2 
Semana 

4 
Semana 

6 
Semana 

8 

Suero 100 54,4±5,2 44,8±6,0 59,1±6,7 53,5±7,7 56,5±4,8 

CMM 100 58,9±3,7 82,7±5,5 77,9±5,7 78±10,2 
76,5±13,

7 

B 

Figura 19: A: Gráfica que muestra el perfil temporal de la recuperación 

funcional a través de las medidas tomadas con el Rotarod del grupo tratado 
(CMM) respecto del grupo control (Suero). B: Tabla de datos de las medidas del 

Rotarod. Se observan diferencias significativas en todos los puntos desde el 
tratamiento (p< 0.05). 
 

A 
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4. ESTUDIOS MORFOLÓGICOS 

 

4.1. DESCRIPCIÓN HISTOLÓGICA 

 

Al finalizar el estudio se realizaron estudios morfológicos utilizando los cortes 

histológicos teñidos con H-E de la zona de lesión, donde no se detectaron 

cambios evidentes en el volumen de la misma cuando se compara el grupo 

trasplantado con CMM y el grupo tratado con suero fisiológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la zona de la lesión, los animales del grupo control mostraban las típicas 

secuelas asociadas con el daño cerebral grave, como son la presencia de una 

gran cavidad necrótica parcialmente invadida por macrófagos, células 

inflamatorias y algunos astrocitos reactivos. Las ratas pertenecientes al grupo 

tratado con CMM presentaban puentes titulares dentro de la zona de lesión así 

como gran cantidad de vasos sanguineos (Figura 20).  

Figura 20: A: Corte histológico de la zona de lesión de un animal del grupo 
control donde se observa restos de tejido necrótico residual (H.E. Aumento 
100x). B y C: Zona de lesión de cerebros de ratas que recibieron CMM, donde 

se observa una gran vascularización, así como puentes titulares que invaden 
parcialmente la cavidad necrótica post-traumática (H.E. Aumento 100x en A y 
200x en B). 
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Dentro de la zona subventricular (ZSV) se observó un aumento en la 

celularidad en los animales trasplantados con CMM respecto de los controles, 

observándose aglomerados celulares en dicha ZSV que parecen formar vías a 

través del parénquima cerebral que invaden la zona de lesión (Figura 21). 

Tanto en la ZSV como en el área de la lesión se observó un número variable de 

células positivas a MAP-2 y PGFA. 

 

 

 

4.2. NEUROGÉNESIS Y PROLIFERACIÓN 

 

El recuento del número de células positivas a Nestina (Figura 22) mostró que 

existen diferencias significativas tanto en la ZSV (426±37,1 células del grupo 

CMM respecto 99,7±14,3 células del grupo control) como en la zona de lesión 

Figura 21: Cortes histológicos de ratas que recibieron CMM. A: Penetración en 

el parénquima, cerca de la lesión, de células desde la ZSV ( *: ventrículo. H.E., 
Aumento 100x). B y C: Aglomerados celulares intraparenquimatosos cercanos a 
la zona de lesión (H.E., Aumento de 100x en B y 200x  en C). D: Zona donde se 
muestran células positivas a MAP-2 y células con aspecto de neuroblastos 
(Aumento 400x). 
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(253±25,2 células en el grupo trasplantado con CMM y 108,7±21,7 del grupo 

control) entre el grupo trasplantado con CMM y el grupo control (p <0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto al recuento de aquellas células que se encuentran en proliferación 

(Figura 23), se observaron diferencias significativas entre ambos grupos en la 

ZSV (31,1±6,5 respecto 22,5±4,6 células totales del grupo CMM y control 

respectivamente). En la zona de lesión, aunque el número de células positivas 

a Ki-67 es mayor, no es significativo estadísticamente (18,9±5,4 células en el 

grupo trasplantado con CMM comparado con 15,3±4,2 del grupo control) (p 

>0.05). 
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Figura 22: Gráfica de barras y estudios inmunohistoquímicos, donde se observa 
el número de células positivas a Nestina en la ZSV y en la zona de lesión entre 
ratas del grupo control (Suero) y ratas trasplantadas con CMM.  El grupo con 
CMM presenta más cantidad de células positivas que el grupo control, mostrando 
diferencias significativas a nivel de la ZSV y de la zona de lesión (p<0.5). A: 
Epéndimo y ZSV de ratas trasplantadas con CMM donde se ven células positivas 
a Nestina (*: ventrículo. Aumento 400x). B: Expresión de Nestina en células 
aisladas de la ZSV en ratas del grupo control (*: ventrículo. Aumento 200x). C: 
Gran cantidad de células positivas a Nestina en un área cercana a la zona de la 
lesión (Aumento 400x). 
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Dentro de la zona de lesión, y concretamente dentro de los puentes tisulares 

del grupo tratado con células madre se localizaron, a través de la microscopía 

de fluorescencia, células con un fuerte marcaje a Nestina, donde algunas de 

fueron también positivas para Ki-67 (Figura 24). 

 

4.3. DETECCIÓN DE LAS CMM TRASPLANTADAS 

 

Los estudios de Hibridación In Situ para la detección del gen Sry de las CMM 

trasplantadas, mostró un número variable de dichas células distribuidas por 

todos los bordes de la cavidad post-traumática, localizándose principalmente 

en la zona de la lesión. No se detectaron células positivas al gen Sry en los 

animales del grupo control. 
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Figura 23: Gráfica de barras y estudios inmunohistoquímicos, donde se observa 

la diferencia en el número de células positivas a Ki-67 en la ZSV y en la zona de 
lesión entre ratas del grupo control (Suero) y ratas trasplantadas con CMM.  El 
grupo con CMM presenta más cantidad de células positivas que el grupo control, 
mostrando diferencias significativas a nivel de la ZSV pero no de la zona de lesión 
(p<0.5). A: Expresión de Ki-67 en la ZSV de ratas del grupo tratado con CMM (*: 
ventrículo. Aumento 200x). B: Célula aislada presentando positividad a Ki-67, 
corte histológico de una rata del grupo control (Aumento 400x).  
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a) Expresión de marcadores neurales en las CMM trasplantadas 

 

Los estudios de Hibridación In Situ junto con la expresión de marcadores 

neuronales y gliales mostró la existencia de CMM positivas para Neu-N o 

PGFA dentro de la zona de lesión (Figura 25). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

C 

B 

Figura 24: Estudios de microscopía de fluorescencia en ratas trasplantadas 

con CMM. Co-expresión de Nestina (Rojo) y Ki-67 (Verde) en células dentro de 
A la ZSV, B y C la zona de lesión (Aumento 400x)  
 
 
 

Figura 25: Estudios de microscopía de fluorescencia en ratas trasplantadas 

con CMM. Co-marcaje del gen Sry (Rojo) del cromosoma Y de las CMM 
trasplantadas con A Neu-N (verde) y B PGFA (verde) (Aumento 400x). 
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PARTE II:  

EFICACIA DE LA TERAPIA CELULAR EN FUNCIÓN DEL NIVEL 

DE LESION TRAUMÁTICA CEREBRAL CRÓNICA 

 

 

1. ASPECTOS GENERALES 

 

Para la realización de la segunda parte del presente trabajo se utilizaron 62 

ratas hembras Wistar adultas para la realización de la lesión traumática 

cerebral y 5 machos Wistar adultos para obtener el tejido donante de médula 

ósea para la obtención de CMM.  

 

A todas las ratas hembras se las realizó el trauma cerebral experimental 

previamente descrito, de ellas 9 murieron durante la cirugía o los primeros 

minutos tras la lesión cerebral (mortalidad de 14.52%). Las 53 ratas restantes 

mostraron síntomas evidentes de lesión neurológica al despertar tras el 

procedimiento.  

 

De ellas tres fueron sacrificadas antes de finalizar la primera semana tras el 

TCE experimental (mortalidad de 4.84%), debido a que no fueron capaces de 

evolucionar hasta un estado que permitiera su supervivencia de forma 

independiente. De las 50 ratas que sobrevivieron, a 4 se les administraron los 

cuidados post-operatorios establecidos en la Tabla 10  durante dos semanas 

en lugar de una, ya que aunque eran animales totalmente dependientes de los 

cuidados administrados mostraban signos de poder llegar a recuperarse 

manteniendo síntomas claros de lesión cerebral grave, que era uno de los 

niveles de lesión cerebral necesario para el desarrollo del presente trabajo. 

 

Con el modelo de lesión cerebral traumática empleado la mortalidad final fue de 

un 19.36% (Tabla 12), resultando un 11,67% menor que la mortalidad obtenida 

en la PARTE I del presente trabajo, donde no se siguió el protocolo de 

cuidados de animales con lesiones cerebrales traumáticas. 
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2. ESTABLECIMIENTO DE NIVELES DE LESIÓN CEREBRAL 

CRÓNICA EN ROEDORES 

 

Con el estudio de los test de frecuencia de los datos obtenidos a través de los 

dos métodos de valoración (Escala de valoración sensitivo-motora, y Tiempo 

de permanencia en la zona interior, test VTB), se  establecen tres niveles de 

gravedad de la lesión: leve, medio o moderado y grave. Para ello se utilizan 

como referencia las Escalas de recuperación y de coma de Glasgow (Teasdale 

y Jennett, 1974; Jennett y Bond, 1975) (Tabla 3 y 4), con el fin de intentar 

trasladar los resultados obtenidos a lo que se observa en la clínica humana. 

 

2.1. ESCALA DE VALORACIÓN SENSITIVO-MOTORA 

 

En el diagrama de frecuencia obtenido en la Escala de valoración sensitivo-

motora (Figura 26) se observan tres picos que nos agrupan los datos en tres 

conjuntos diferentes: 

 
 

Número 

 

Mortalidad 

PARTE I:  Sin cuidados post-operatorios 
  

Animales que sobreviven 

Animales que no sobrevivieron a las primeras 48h post-TCE 

20 

9 

 

 29 31.03% 

PARTE II: Con cuidados post-operatorios   

Animales que sobreviven 

Animales que no sobrevivieron a las primeras 24h post-TCE 

Animales eutanasiados en la primera semana  post-TCE 

50 

9 

3 

 

14.52% 

4.84% 

 62 19.36% 

Tabla 12: Número de animales utilizados en el presente trabajo y mortalidad 

asociada a la realización del mismo.  
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-  Primer conjunto, corresponde a los animales que obtuvieron menos de 4 

puntos en la Escala de valoración neurológica y agrupa un total de 6 

ratas. 

 

- Segundo conjunto, abarca a aquellos animales que obtuvieron más de 4 

puntos y menor o igual a 10 puntos en la escala, es donde se concentra 

el mayor grueso de datos obtenidos con un total de 33 ratas. 

 

- Tercer conjunto, corresponde a aquellos animales que obtuvieron más 

de 10 puntos en la escala y abarca un total de 11 ratas. 

 

  

Figura 26: Diagrama de frecuencia de la Escala de valoración sensitivo-

motora: dentro de la escala aparecen tres conjuntos de datos que nos dividen 
las ratas en tres niveles de lesión (leve, media y grave). 



                                                                                                                           Resultados 

88 

Aquel conjunto de datos correspondiente a los animales que obtuvieron menor 

puntuación fue asignado al grupo de animales con lesión leve. Los animales 

agrupados en el segundo conjunto de datos se asignaron al grupo de animales 

con lesión media. Por último, el tercer conjunto de datos fue asignado al grupo 

de lesión grave, por tratarse de aquellos animales que obtuvieron una mayor 

puntuación en la Escala de valoración sensitivo-motora.  

 

2.2. TIEMPO DE PERMANENCIA EN LA ZONA INTERIOR (VTB test) 

 

El estudio del diagrama de frecuencia de los datos correspondientes al Tiempo 

de permanencia en la zona interior del cubículo de estudio (test VTB) obtenidos 

a través del Smart, revela una tendencia de los datos a agruparse también en 

tres conjuntos, aunque los tres niveles resultantes fueron menos evidentes que 

en el caso de los obtenidos en el diagrama de frecuencia de la Escala de 

valoración sensitivo-motora (Figura 27): 

 

- Primer conjunto, corresponde a los animales que pasaron menos de 4 

segundos en la zona interior del cubículo de estudio y concentra un total 

de 6 ratas.  

 

- Segundo conjunto, corresponde a aquellos animales que permanecieron 

más de 4 segundos y menor o igual a 15 dentro de la zona de estudio y 

abarca el mayor grueso de animales con un total de 35 ratas.  

 

- Tercer conjunto, corresponde a aquellos animales que pasaron más de 

15 segundos en la zona interior del área de estudio, siendo 9 ratas en 

total. 

 

Como en el caso de los resultados de la Escala de valoración sensitivo-motora 

se asignó a cada conjunto un nivel de lesión. El primero, el correspondiente a 

los animales que pasaron menos tiempo en la zona interior, se asignó al grupo 

de animales con lesión leve. Los animales del segundo conjunto de datos se 

agruparon dentro del grupo de lesión media. Por último el tercer conjunto de 

datos, el cual abarca a los animales que pasaron más tiempo en la zona de 
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estudio,  se asignó al grupo de lesión grave por tratarse de aquellos animales 

que pasaron una mayor cantidad de tiempo dentro de la zona de estudio, lo 

cual se asocia a lesión cerebral grave. 

 

 

 

 

 

 

2.3. NIVELES DE LESION CEREBRAL CRÓNICA EN ROEDORES 

 

Debido a que hay animales que obtuvieron un nivel de lesión diferente según el 

test de valoración utilizado (Escala de valoración sensitivo-motora y Tiempo de 

Figura 27: Diagrama de frecuencia de los datos correspondientes al Tiempo de 

permanencia en la zona interior del cubículo de estudio (test VTB) obtenidos a 
través del Smart: aparecen tres conjuntos de datos que nos dividen las ratas en 
tres niveles de lesión (leve, media y grave). 
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permanencia en la zona interior del cubículo de estudio), se establecieron una 

serie de criterios para determinar el nivel de deterioro neurológico final (lesión 

leve, lesión media o lesión grave) asociado a una lesión traumática cerebral 

experimental en ratas. Los criterios establecidos para definir el nivel de lesión 

se resumen en la Tabla 13 y fueron: 

 

 

 

 

 

a) Lesión leve  

 

Los animales con lesión leve en ambos estudios mostraron poco déficit 

neurológico en general. Se determinó que dichos animales (6 en total) se 

retiraran del estudio, puesto que su seguimiento a largo plazo podría artefactar 

en gran medida el estudio comparativo de la eficacia de la terapia celular. Los 

animales excluidos del estudio por mostrar un nivel de lesión leve deben 

cumplir: 

 

- Escala de valoración sensitivo-motora: puntuación menor de 4. 

 

- Tiempo de permanencia en la zona interior: permanecer menos de 4 

segundos en la zona interior del cubículo de estudio. 

 

 

Déficit 

neurológico 

Escala  

sensitivo-motora 

(puntos) 

Tº. Permanencia  

zona interior 

(segundos) 

Criterios de  

inclusión 

Lesión leve < 4 < 4 
Lesión leve en  

ambos test 

Lesión media 4-10 4-15 
Lesión media al menos en 
uno de los tests, siendo el 

otro lesión leve 

Lesión grave > 10 > 15 
Lesión grave al menos en 

uno de los dos tests 

Tabla 13: Número de animales utilizado en el presente trabajo y mortalidad 

asociada a la realización del mismo.  
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b) Lesión media  

 

Para establecer el criterio de los animales con lesión media se determinó que 

en al menos uno de los test debían estar en dicha categoría (29 animales). Por 

lo tanto los animales con lesión cerebral media deben cumplir al menos uno de 

los criterios de lesión media, siendo el otro de lesión leve: 

 

- Escala de valoración sensitivo-motora: puntuación igual o mayor de 4 y 

menor o igual a 10. 

 

- Tiempo de permanencia en la zona interior: permanecen un tiempo igual 

o mayor de 4 segundos y menor o igual a 15 segundos en la zona 

interior del cubículo de estudio. 

 

c) Lesión grave 

 

Los animales que obtuvieron una clasificación de lesión grave en cualquiera de 

los test fueron asignados inmediatamente a la categoría de lesión grave (15 

animales). Dicha clasificación se estableció en base a que si un animal muestra 

déficits importantes en su capacidad de orientación (Tiempo de permanencia 

en la zona interior) o muestra déficits motores y sensoriales graves (Escala de 

valoración sensitivo-motora) obteniendo la clasificación de lesión grave en 

cualquiera de los dos test es porque su lesión cerebral es mayor que la de un 

animal que obtuvo la clasificación de lesión media en ambos test. Por lo tanto 

los animales con lesión cerebral grave fueron aquellos que cumplieron al 

menos uno de los siguientes criterios: 

 

- Escala de valoración sensitivo-motora: puntuación mayor de 10. 

 

- Tiempo de permanencia en la zona interior: permanecen un tiempo 

mayor de 15 segundos en la zona interior del cubículo de estudio. 
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3. INFLUENCIA DE LA GRAVEDAD DE LA LESIÓN EN LA 

EFICACIA DE LA TERAPIA CELULAR 

 

3.1. ESTABLECIMIENTO DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES 

 

Para poder realizar la comparación de la eficacia de la terapia celular según la 

gravedad de la lesión neurológica se utilizaron los datos obtenidos en el 

apartado anterior. 

 

Dentro de los niveles de lesión media y lesión grave se repartieron 

aleatoriamente los animales derivando aproximadamente el 50% al grupo de 

tratamiento con CMM mientras que el otro 50% al grupo de animales control 

(suero salino). Finalmente, el número final de animales incluido en el grupo 

tratado con CMM tanto en el nivel de lesión media como de lesión moderada, 

se realizó atendiendo al número total de células obtenido. El número real de 

animales dentro de cada grupo experimental y el tratamiento específico 

administrado dentro de cada nivel se resume en la Tabla 14 y fue: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Déficit 

 neurológico 

Número de 

  animales 

Grupos  

experimentales 

Lesión leve N=6 Animales retirados del estudio 

Lesión media N=29 
CMM n=14 

Suero salino n=15 

Lesión grave N=15 
 

CMM n=6 
Suero salino n=9 

Tabla 14: Número de animales utilizado dentro de cada grupo experimental 
y el tratamiento específico administrado. 
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- Grupo lesión media (N=6): Animales retirados del estudio. 

 

- Grupo lesión media (N=29):  

 

o Grupo 1 (N=14): trasplante intralesional  de 5 millones de CMM.   

o Grupo 2 (N=15): trasplante intralesional de suero fisiológico, 

 

- Grupo lesión grave (N=15): 

 

o Grupo 3 (N=6): trasplante intralesional  de 5 millones de CMM. 

o Grupo 4 (N=9): trasplante intralesional de suero fisiológico.  

 

 

3.2. CARACTERIZACIÓN DE LAS CMM 

 

Al igual que sucedía en la PARTE I del presente estudio, todos los cultivos de 

CMM obtenidas del estroma de médula ósea de las ratas macho Wistar 

donantes cumplieron los criterios de selección definidos en la Tabla 7 del 

Material y Métodos. 

 

3.3. VALORACIÓN NEUROLÓGICA 

 

Transcurridos dos meses desde los tratamientos (cuatro meses desde el 

trauma cerebral experimental), se obtuvieron resultados de los 2 métodos de 

valoración funcional (Escala de valoración sensitivo-motora y Tiempo de 

permanencia en la zona interior del área de estudio, VTB test). 

 

Los resultados obtenidos corresponden a los 4 grupos experimentales 

anteriormente definidos que forman parte del estudio de la eficacia de la terapia 

celular en relación al nivel de déficit neurológico crónico (lesión media y lesión 

grave, animales tratados con CMM o suero salino; ya que los animales con 

lesión leve fueron anteriormente retirados del estudio).  
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Todos los datos obtenidos en el transcurso de la realización del estudio de la 

eficacia de la terapia celular en función del nivel de lesión cerebral se 

representaron en función del porcentaje de recuperación para una mejor 

comprensión de los resultados obtenidos. Se muestra como un 100% el estado 

basal de los animales y como un 0% el estado de los animales una vez 

transcurridos los dos meses desde la realización de la lesión y antes de realizar 

los tratamientos. 

 

En la Figura 28 se muestra un histograma donde se representa el porcentaje 

de recuperación obtenido al final del estudio comparando tratamientos (CMM o 

Suero) dentro del mismo nivel de lesión (Lesión media o Lesión grave) y el 

tratamiento con CMM entre los dos niveles de lesión. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Porcentaje de recuperación final obtenido al final de estudio con la 

Escala de valoración sensitivo-motora y el Tiempo de permanencia en la zona 
interior al comparar la eficacia del tratamiento dentro del nivel de Lesión 
media y de lesión grave, y la eficacia del tratamiento en función del nivel de 
lesión (*p≤0.05 entre tratamientos dentro del mismo nivel de lesión; # p≤0.05 
comparando el mismo tratamiento entre los dos niveles de lesión). 

  

* 
# 
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a) Escala de valoración sensitiva-motora  

 

Los datos obtenidos con la Escala de valoración sensitiva-motora se muestran 

en la Figura 28 y 29. 

 

a. Lesión media: 

 

Al analizar los datos correspondientes a la evolución de los animales con lesión 

media se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas en la semana 6 

y 8 tras la administración de los tratamiento entre el grupo tratado con CMM y 

el grupo control (*p ≤0.05). Se obtuvo un porcentaje de recuperación final de 

22,3% al final del estudio en relación a la Escala de valoración sensitivo-motora 

entre los animales tratados con CMM y los controles en el grupo de lesión 

media (Figura 28 y 29). 

 

b. Lesión grave:  

 

Los animales con una lesión grave tratados con CMM mostraron una evolución 

muy similar con respecto a sus controles, donde estadísticamente no se 

obtuvieron diferencias significativas (p >0.05) en ninguno de los puntos del 

estudio. El porcentaje de recuperación final fue de 12,4% al final del estudio en 

relación a la Escala de valoración sensitiva-motora entre los animales tratados 

con CMM y los controles en el grupo de lesión grave (Figura 28 y 29). 

 

c. Comparación entre lesión media y lesión grave:  

 

Se detectaron diferencias significativas entre los grupos lesión media y lesión 

grave de los animales tratados con CMM en las semanas 6 y 8 del estudio (#p 

≤0.05). El porcentaje de recuperación final de los animales tratados con CMM 

del grupo de lesión media fue de 9,9% en relación a los animales del grupo de 

lesión grave que recibieron también el trasplante de CMM (Figura 28 y 29). 
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ESCALA DE VALORACIÓN SENSITIVO-MOTORA 

Grupos 
experimentales 

 
EVOLUCIÓN DE LOS TRATAMIENTOS (% recuperación) 

Basal 
Pre-

tratamiento 
Semana 2 Semana 4 Semana 6 Semana 8 

 
Lesión 
media 

 

CMM 100 0 15,01±3,30 14,68± 2,84 22,47± 3,66 26,65± 4,35 

SUERO 100 0 5,22± 4,06 3,87± 8,48 6,86± 8,85 4,35± 8,84 

 
Lesión 
grave 

 

CMM  100 0 7,19± 6.33 9,79± 6,73 11,15± 6.55 12,51± 6.29 

SUERO 100 0 -4,14± 5.48 3,66± 5.70 0,60± 5.46 0,11± 5.00 

Figura 29: Escala de valoración sensitivo-motora: A, grafica evolutiva y B, tabla de 
datos (*p≤0.05 entre tratamientos dentro del mismo nivel de lesión; #p≤0.05 
comparando el mismo tratamiento entre los dos niveles de lesión). 

A 

B 

CMM Lesión grave 

Suero Lesión grave 

CMM Lesión media 

Suero Lesión media 
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b) Tiempo de permanencia en la zona interior (VTB test) 

 

En la Figura 30 se muestra un ejemplo de las imágenes captadas y analizadas 

a través del VTB test de cada uno de los grupos experimentales incluidos en el 

estudio, mientras que los datos correspondientes al Tiempo de permanencia en 

la zona interior del área de estudio se muestran en la Figura 28 y 31. 

 

a. Lesión media 

 

Se detectaron diferencias significativas en la semana 8 entre el grupo tratado 

con células y el grupo control (*p ≤0.05). Se obtuvo un porcentaje de 

recuperación final de 20,98% al final del estudio en relación al Tiempo de 

permanencia en el interior del área de estudio entre los animales tratados con 

CMM y los controles en el grupo de lesión media (Figura 28 y 31). 

 

b. Lesión grave 

 

La evolución de los animales con lesión grave tratados con células y sus 

controles fue muy similar, no detectándose diferencias estadísticamente 

significativas en ninguno de los puntos analizados (p >0.05). El porcentaje de 

recuperación final fue de -1,34% al final del estudio entre los animales tratados 

con CMM y los controles en el grupo de lesión grave (Figura 28 y 31). 

 

c. Comparación entre lesión media y lesión grave:  

 

Por otro lado , al igual que en el análisis de los datos de la Escala de valoración 

sensitivo-motora, también se detectaron diferencias estadísticamente 

significativas entre el grupo lesión media y lesión grave de los animales 

tratados con CMM en las semanas 6 y 8 tras el tratamiento (#p ≤0.05). El 

porcentaje de recuperación final de los animales tratados con CMM del grupo 

de lesión media fue de 21,01% respecto a los animales del grupo de lesión 

grave que recibieron también el trasplante de CMM (Figura 28 y 31). 
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Figura 30:  Imágenes obtenidas con el VTB test de la valoración basal, estado 

crónico de los animales con lesión cerebral traumática y estado neurológico dos 
meses después de recibir el tratamiento correspondiente de los cuatro grupos 
experimentales incluidos en el estudio. 
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TIEMPO DE PERMANENCIA (VTB test) 

Grupos 
experimentales 

 
EVOLUCIÓN DE LOS TRATAMIENTOS (%) 

Basal 
Pre-

tratamiento 
Semana 2 Semana 4 Semana 6 Semana 8 

 
Lesión 
media 

 

CMM 100 0 36,51±6,31 39,95±5,61 46,11±5,92 51,98±9,65 

SUERO 100 0 17,64±7,10 22,31±6,26 30,08±9,06 31,00±6,06 

 
Lesión 
grave 

 

CMM  100 0 22,04±6,01 30,78±9,74 27,27±9,35 30,97±7,00 

SUERO 100 0 24,61±8,94 35,36±7,54 30,88±5,71 32,31±8,99 

Figura 31: Tiempo de permanencia en la zona interior del área de estudio: A, grafica 
evolutiva y B, tabla de datos (*p≤0.05 entre tratamientos dentro del mismo nivel de 

lesión;# p≤0.05 comparando el mismo tratamiento entre los dos niveles de lesión). 

A 

B 

CMM Lesión grave 

Suero Lesión grave 

CMM Lesión media 

Suero Lesión media 
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4. RESULTADOS HISTOLÓGICOS 

 

Al finalizar el estudio y tras eutanasiar a los animales se realizó el estudio 

macroscópico e inmunohistoquímico de la zona de lesión con el fin de intentar 

comprobar posibles cambios a nivel tisular asociados a la terapia celular y el 

nivel de lesión cerebral.  

 

4.1. ESTUDIOS MACROSCÓPICOS  

 

a) Estudios histológicos 

 

En los grupos de lesión media como de lesión grave (tanto en los animales 

tratados con CMM como con suero) se observó una gran contusión sobre la 

corteza parietal que se extiende ventralmente formando una profunda cavidad 

(Figura 32: 1A, 2A, 3A y 4A).  

 

En el estudio cualitativo realizado sobre las preparaciones controles teñidas 

con Hematoxilina y Eosina se observó una gran superficie de tejido que 

mostraba ausencia total o parcial de la arquitectura normal de la superficie 

cortical cerebral, tanto en los niveles de lesión media como grave (Figura 32: 

1B, 2B, 3B y 4B).  

 

También se observaron las típicas secuelas asociadas con el daño cerebral 

traumático, como son la presencia de una gran cavidad necrótica parcialmente 

invadida por macrófagos, células inflamatorias y algunos astrocitos reactivos 

asociada a todos los grupos experimentales. Al estudiar las muestras no se 

detectaron diferencias evidentes en la arquitectura tisular entre los niveles 

lesión media y lesión grave, ni entre los animales tratados con CMM o los 

controles; aunque cualitativamente se observó un mayor número de 

macrófagos en los grupos controles de ambos niveles de lesión (Figura 33). 
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Figura 32: Estudio necroscópico de las muestras obtenidas donde se muestran 
ejemplos de cerebros de cada uno de los niveles de lesión donde se  observa la 
cavidad postraumática (1A, 2A, 3A y 4A) y ejemplos de los cortes histológicos 
estudiados (1B, 2B, 3B y 4B). 

1A 

1B 

2A 

2B 

4A 3A 

3B 4B 
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b) Volumen de lesión 

 

Los resultados obtenidos de la medida del volumen de lesión de los grupos 

estudiados se muestran en la Figura 34. 

 

 

Figura 33: Hematoxilina-Eosina de cortes histológicos de animales del grupo lesión 

media y lesión grave tratados con CMM o suero donde se muestra la cavidad 
postraumática (A, C, E y G) y un detalle del tejido cerebral (B, D, F y H). 

Magnificación: A, C, E y G 20X y B, D, F y H 100X.  
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a. Lesión media 

 

El volumen de lesión de los animales tratados con suero del grupo de lesión 

media fue mayor comparado con el volumen de la cavidad de los animales que 

recibieron CMM del mismo nivel de lesión (41,52±4,52 respecto 36,25±12,14), 

aunque no fue estadísticamente significativo (p >0,05). 

 

b. Lesión grave 

 

Al igual que sucedió en el caso anterior el volumen de lesión de los animales 

tratados con suero del grupo lesión grave fue mayor comparado con el volumen 

de la cavidad de los animales con lesión grave que recibieron CMM 

(67,84±17,41 respecto 57,56±18,97), aunque tampoco se obtuvieron 

diferencias estadísticas significativas (p >0,05). 

 

c. Comparación entre lesión media y lesión grave 

 

Los animales con lesión grave mostraron un volumen de lesión mayor que los 

animales con una lesión media dos meses después desde los tratamientos, y 

cuatro meses después de producir la lesión cerebral traumática.  

 

Al comparar el tratamiento con suero entre los dos niveles de lesión se obtuvo 

un  41,52±4,52 en el grupo lesión media frente a un 67,84±17,41 en el grupo 

lesión grave aunque esta diferencia no fue acompañada de un nivel estadístico 

significativo (p >0.05).  

 

Lo mismo sucedió al estudiar el efecto de las células entre los niveles de lesión 

donde se obtuvo un 36,25±12,14 en el grupo lesión media frente a un 

57,56±18,97 en el grupo de lesión grave, sin obtenerse diferencias estadísticas 

significativas. 
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VOLUMEN DE LESIÓN 

Nivel de lesión 
TIPO DE TRATAMIENTO 

CMM SUERO 

 
Lesión media 

 
36,25±12,14 41,52±4,52 

 
Lesión grave 

 
57,56±18,97 67,84±17,41 

Figura 34: Volumen de lesión obtenido en los cuatro grupos 
experimentales utilizados donde se muestra: A, histograma y B, tabla 

de datos (*p≤0.05 entre tratamientos dentro del mismo nivel de lesión; 
#p≤0.05 comparando el tratamiento con CMM entre los dos niveles de 
lesión). 

A 

B 
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Comparación de la 

efectividad de los 

tratamientos  

Lesión media Lesión grave 

CMM Suero CMM Suero 

N
F

-2
0
0

 

Comparación tratamientos 

del mismo nivel 
NO EXISTEN diferencias 

cualitativas entre los tratamientos 
NO EXISTEN diferencias 

cualitativas entre los tratamientos 

Comparación del mismo 

tratamiento entre niveles 

NO EXISTEN diferencias cualitativas  
entre los tratamientos de CMM  

NO EXISTEN diferencias  cualitativas 
entre los tratamientos con suero 

P
G

F
A

 

Comparación tratamientos 

del mismo nivel 
NO EXISTEN diferencias 

cualitativas entre los tratamientos 
NO EXISTEN diferencias 

cualitativas entre los tratamientos 

Comparación del mismo 

tratamiento entre niveles 

NO EXISTEN diferencias  cualitativas 
entre los tratamientos de CMM  

NO EXISTEN diferencias  cualitativas 
entre los tratamientos con suero 

N
e
s
ti

n
a

 

Comparación tratamientos 

del mismo nivel 
EXISTEN diferencias cualitativas 

entre los tratamientos 
EXISTEN diferencias cualitativas 

entre los tratamientos 

Comparación del mismo 

tratamiento entre niveles 

NO EXISTEN diferencias  cualitativas 
entre los tratamientos de CMM  

NO EXISTEN diferencias  cualitativas 
entre los tratamientos con suero 

D
c
x

 

Comparación tratamientos 

del mismo nivel 
EXISTEN diferencias cualitativas 

entre los tratamientos 
EXISTEN diferencias cualitativas 

entre los tratamientos 

Comparación del mismo 

tratamiento entre niveles 

NO EXISTEN diferencias  cualitativas 
entre los tratamientos de CMM  

NO EXISTEN diferencias  cualitativas  
entre los tratamientos con suero 

K
i-

6
7

 

Comparación tratamientos 

del mismo nivel 

EXISTEN diferencias 
estadísticamente significativas 

entre los tratamientos 

EXISTEN diferencias  
estadísticamente significativas 

entre los tratamientos 

Comparación del mismo 

tratamiento entre niveles 

EXISTEN diferencias estadísticamente significativas  
entre los tratamientos de CMM  

NO EXISTEN diferencias estadísticamente significativas  
entre los tratamientos con suero  

Tabla 15: Resumen de los resultados inmunohistoquímicos obtenidos en el presente 

estudio comparando el marcaje entre tratamientos dentro de cada nivel de lesión y 
comparando el mismo tratamiento entre los dos niveles de lesión. 
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4.2. RESULTADOS INMUNOHISTOQUÍMICOS DE LA ZONA DE LESIÓN 

 

En la Tabla 15 se muestra un resumen de los resultados inmunohistoquímicos 

obtenidos en el presente estudio y que se detallan a continuación: 

 

a) Marcadores neuronales y gliales 

 

Los resultados obtenidos del estudio cualitativo bajo microscopía óptica 

convencional de los marcadores neuronales y gliales (NF-200 y PGFA 

respectivamente) de la zona de lesión de los animales tratados con CMM y con 

suero correspondientes a los niveles de lesión cerebral media y grave fueron 

los siguientes: 

  

a. NF-200 

 

En la Figura 35 se muestran ejemplos del marcador NF-200 de los cuatro 

grupos experimentales estudiados. Se obtuvo un marcaje uniforme y similar en 

todas las muestras estudiadas para el marcaje de NF-200.  

 

No se detectaron diferencias evidentes entre los animales tratados con CMM y 

suero fisiológico en ninguno de los dos niveles de estudio (lesión media y lesión 

grave). Por otro lado, tampoco se observaron diferencias evidentes al estudiar 

las muestras correspondientes al mismo tratamiento entre los dos grupos de 

lesión. Por lo tanto el marcaje resultó muy similar en los 4 grupos 

experimentales incluidos en el estudio. 

 

b. PGFA 

 

El análisis de la expresión de PGFA mostró un resultado muy similar al 

obtenido con el estudio de la expresión de NF-200, en la Figura 36 se 

muestran ejemplos de los resultados obtenidos.  
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Figura 35: Ejemplos del marcaje con NF-200 de cortes histológicos de animales 

del grupo lesión media y lesión grave tratados con CMM o Suero donde se 
muestra la cavidad postraumática (1A, 2A, 3A y 4A) y un detalle del tejido cerebral 
en el borde de la lesión (1B, 2B, 3B y 4B). Magnificación: 1A, 2A, 3A y 4A 20X; y 
1B, 2B, 3B y 4B 100X. 
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Figura 36: Ejemplos del marcaje con PGFA de cortes histológicos de animales 
del grupo lesión media y lesión grave tratados con CMM o Suero donde se 
muestra la cavidad postraumática (1A, 2A, 3A y 4A) y un detalle del tejido 
cerebral en el borde de la lesión (1B, 2B, 3B y 4B). Magnificación: 1A, 2A, 3A y 

4A 20X; y 1B, 2B, 3B y 4B 100X. 
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En el estudio de la expresión de PGFA de las muestras del grupo lesión media 

de los animales tratados con CMM y con suero no mostró diferencias 

evidentes, lo mismo ocurrió al estudiar las muestras de los animales del grupo 

lesión grave (CMM y suero). Tampoco se detectaron diferencias al comparar el 

mismo tratamiento (CMM o suero) entre los dos grupos de lesión.  

 

Por lo tanto, no se detectaron diferencias en la expresión de PGFA entre los 

animales tratados con CMM y suero dentro de cada nivel de lesión, ni entre el 

mismo tratamiento comparando ambos niveles de lesión. 

 

b) Estudio de neurogénesis 

 

Para poder comprobar la utilidad del trasplante de CMM como mecanismo de 

activación de la neurogénesis endógena y como dicha expresión puede estar 

relacionada con el tratamiento administrado y el nivel de lesión cerebral crónico 

se estudiaron los resultados obtenidos con el marcaje de Nestina y Dcx. 

 

a. Nestina 

 

Los resultados obtenidos del estudio cualitativo bajo microscopía óptica 

convencional del marcador Nestina en los cuatro grupos experimentales mostró 

un patrón de expresión diferente dentro de los niveles de lesión. En la Figura 

37 se muestran imágenes de los dos niveles de lesión estudiados. 

 

Se observó un incremento en la positividad a Nestina en las muestras 

pertenecientes a los tratamientos con CMM respecto de los animales tratados 

sólo con suero tanto en el grupo de lesión media como en el grupo de lesión 

grave. Por otro lado, no se detectaron diferencias evidentes al comparar los 

animales tratados con CMM del nivel de lesión media y los animales tratados 

con CMM del nivel lesión grave, ni al comparar los animales tratados con suero 

de ambos niveles de lesión cerebral. 
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Figura 37: Ejemplos del marcaje con Nestina de cortes histológicos de 

animales del grupo lesión media y lesión grave tratados con CMM o Suero 
donde se muestra la cavidad postraumática (1A, 2A, 3A y 4A) y un detalle del 
tejido cerebral en el borde de la lesión (1B, 2B, 3B y 4B). Magnificación: 1A, 

2A, 3A y 4A 20X; y 1B, 2B, 3B y 4B 100X. 
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Figura 38: Ejemplos del marcaje con Dcx de cortes histológicos de animales 

del grupo lesión media y lesión grave tratados con CMM o Suero donde se 
muestra la cavidad postraumática (1A, 2A, 3A y 4A) y un detalle del tejido 
cerebral en el borde de la lesión (1B, 2B, 3B y 4B). Magnificación: 1A, 2A, 3A 

y 4A 20X; y 1B, 2B, 3B y 4B 100X. 
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b. Dcx 

 

El estudio de la expresión de Dcx de los 4 grupos experimentales mostró los 

mismos resultados que los descritos para la expresión de Nestina. En la Figura 

38 se muestran imágenes de los resultados obtenidos.  

 

Se detectaron diferencias en la expresión de Dcx entre los animales tratados 

dentro de cada grupo de lesión (lesión media y lesión grave), donde se observó 

una mayor positividad a Dcx en los animales tratados con CMM respecto de los 

controles, y por otro lado, no se detectaron diferencias entre los animales 

tratados con CMM y suero entre ambos niveles de lesión. 

 

c) Estudio de proliferación celular 

 

En cuanto al recuento de aquellas células que se encuentran en proliferación 

(Ki-67), se observaron diferencias en ambos niveles de lesión entre el 

tratamiento con CMM y Suero salino.  

 

En la Figura 39 se muestran ejemplos de la inmunohistoquíca a Ki-67, 

mientras que en la Figura 40 se muestra el recuento total de células Ki-67+ 

según el tratamiento recibido dentro de los grupos de lesión media y lesión 

grave, y cuyos resultados se detallan a continuación: 

 

a. Lesión media 

 

En el grupo de lesión media el recuento de células Ki-67+ de los animales que 

recibieron CMM fue de un 89,67±3,45 mientras que en aquellos animales que 

recibieron suero fue de un 17,01±5,62, obteniéndose diferencias 

estadísticamente significativas (*p<0,05). 

 

b. Lesión grave 

 

En el grupo de lesión grave, el recuento de células en proliferación total fue de 

66,66±6,99 en aquellos animales que recibieron el tratamiento con CMM 
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mientras que en los animales controles el recuento fue de 6,99±1,82 células, 

obteniéndose diferencias estadísticamente significativas (*p<0,05) al igual que 

sucedía en el caso anterior. 

 

c. Comparación entre lesión media y lesión grave 

 

Por otro lado, también se detectaron diferencias estadísticamente significativas 

(#p<0,05) entre ambos grupos en los animales que recibieron el tratamiento con 

CMM (89,67±3,45 en los animales tratados con CMM del grupo lesión media 

respecto 66,66±6,99 en los animales tratados con CMM pertenecientes al 

grupo de lesión grave).  

 

No se detectaron diferencias significativas (*p>0,05) al comparar el número de 

células Ki-67+ de los animales controles del grupo de lesión media y los 

animales controles del grupo de lesión grave (17,01±5,62 y 6,99±1,82 células 

respectivamente). 

 

 

 

Figura 39: Ejemplos de células proliferantes positivas a Ki-67 de cortes 

histológicos de animales del grupo lesión media y lesión grave tratados con 
CMM o Suero. Magnificación 200X. 



                                                                                                                           Resultados 

114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXPRESIÓN DE KI-67 

Nivel de lesión 
TIPO DE TRATAMIENTO 

CMM SUERO 

 
Lesión media 

 
89,67±3,45 17,01±5,62 

 
Lesión severa 

 
66,66±6,99 6,99±1,82 

Figura 40: Número de células positivas a Ki-67 obtenido en los cuatro 
grupos experimentales utilizados donde se muestra: A, histograma y B, 
tabla de datos. 

A 

B 

* 

* 

# 

         Lesión media                                 Lesión grave          Lesión media                                 Lesión grave 
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d) Resultados de Microscopía confocal 

 

a. Localización de las células trasplantadas 

 

Los estudios de Hibridación In Situ para la detección del gen Sry de las CMM 

trasplantadas, mostraron un número variable de dichas células distribuidas por 

todos los bordes de la cavidad post-traumática, localizándose principalmente 

en la zona de la lesión.  

 

Se detectaron células positivas al gen Sry tanto en los animales del grupo de 

lesión media como en los animales del grupo de lesión grave, no detectándose 

diferencias en el número de células trasplantadas en ambos grupos. No se 

detectaron células positivas al gen Sry en los animales controles. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41: Localización de las células trasplantadas expresando marcadores 

típicos de células neuronales (Neu-N) o gliales (PGFA) en animales sometidos 
a terapia celular con CMM del grupo de lesión media (A, C) y del grupo de 
lesión grave (B, D). 
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b. Expresión de marcadores neurales de las CMM trasplantadas 

 

Los resultados obtenidos en los estudios realizados de Hibridación In Situ junto 

con la expresión de marcadores neuronales y gliales se muestran en la Figura 

41.  

 

Se localizaron células positivas al gen Sry de las células trasplantadas que co-

expresaban Neu-N o PGFA dentro de la zona de lesión tanto en animales del 

grupo de lesión media como en animales del grupo de lesión grave. No se 

detectaron diferencias en el número de células trasplantadas que expresaban 

marcadores neuronales o gliales según el nivel de lesión cerebral. 
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1. CONSIDERACIONES GENERALES 

 

Actualmente el trauma cerebral es la principal causa de muerte y discapacidad 

en personas menores de 25 años de edad (Thurman and Guerrero, 1999; 

Bruns et al, 2003; Langlois et al, 2006; Tagliaferri et al, 2006), una vez que se 

ha estabilizado el daño cerebral no hay terapias efectivas para intentar 

recuperar la función neurológica, salvo la rehabilitación y algunos cuidados 

básicos paliativos (Narayan et al, 2002; Royo et al, 2003; Beauchamp et al, 

2008). Por todo esto, el TCE supone un gran problema de salud pública, así 

como un gran gasto económico. El desarrollo de tratamientos efectivos para 

tratar a estos pacientes es una línea terapéutica prometedora con un gran 

potencial clínico y económico. 

 

En un esfuerzo por intentar trasladar los resultados obtenidos con los estudios 

realizados en modelos experimentales de TCE a lo que sucede en la clínica 

humana, nos propusimos estudiar como la gravedad y magnitud de los déficits 

neurológicos permanentes resultantes de un trauma cerebral pueden influir en 

la posible eficacia de las terapias celulares. Para ello, desarrollamos un 

protocolo de terapia celular a través de la administración de CMM en un 

modelo animal de lesión traumática cerebral crónica, determinando si dicha 

terapia puede o no ser efectiva en el tratamiento de diferentes niveles de déficit 

neurológico permanente.  

 

El desarrollo del presente estudio siguió una secuencia concreta para poder 

desarrollar los objetivos previamente definidos. Primero, comprobar la eficacia 

de la terapia celular con CMM para intentar revertir el déficit funcional 

secundario a una lesión traumática cerebral experimental en roedores. En 

segundo lugar, tratar de comprobar si la eficacia de dicha terapia puede verse 

DISCUSIÓN 
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condicionada por el nivel de lesión cerebral de los animales. Por lo tanto, 

intentamos comprobar si el nivel de lesión neurológica puede influir  en la 

recuperación de los animales sometidos a un protocolo de terapia celular a 

través de la administración de CMM.  

 

 

2. MODELO EXPERIMENTAL DE LESIÓN TRAUMÁTICA 

CEREBRAL 

 

Durante el desarrollo del presente trabajo experimental, y en concreto con el 

modelo experimental de lesión utilizado, se consiguió obtener déficits 

funcionales medibles y cuantificables dos meses después de realizar la lesión 

traumática experimental. Dichas secuelas son semejantes a las que se han 

obtenido en diversos estudios de daño cerebral traumático experimental, pero 

no existen estudios que establezcan niveles de déficit neurológico en ratas con 

una lesión cerebral crónica. 

 

2.1. DETERMINACIÓN DE NIVELES DE LESIÓN CEREBRAL 

 

Durante el desarrollo del presente estudio intentamos diseñar una escala de 

clasificación de diferentes niveles de déficit neurológico en un modelo 

experimental de lesión cerebral traumática previamente diseñado y 

desarrollado en ratas Wistar adultas y que consta de un complejo protocolo  

para aumentar la supervivencia y por tanto, el nivel de lesión de los animales.  

 

La característica más prevalente en los supervivientes de un TCE son los 

déficits cognitivos y la disfunción motora, y dichos déficits son los que se 

necesitaban conseguir en los roedores sometidos a nuestro modelo de lesión 

cerebral. Los modelos animales constituyen un arma de trabajo ampliamente 

utilizado en la investigación de las secuelas motoras y sensoriales que se 

producen tras realizar un daño cerebral traumático experimental (Schwarzbach 

et al, 2006; Morganti-Kossmann et al, 2010), aunque existen muy pocos 
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estudios centrados en investigar como diferentes grados de déficit neurológico 

pueden afectar a la eficacia de los tratamientos experimentales. 

 

Tsenter  et al (2008) describen diferentes niveles de gravedad del trauma 

cerebral a través del uso del NSS test en un modelo de ratón, comenzando las 

valoraciones neurológicas 1 hora post-trauma. Así, definen una serie de 

categorías: el trauma leve corresponde con una valoración menor de 5; un 

trauma medio corresponde con una valoración de 5 a 6; un trauma grave 

puntúa de 7-8 y un trauma mortal corresponde a una puntuación de 9-10. Más 

recientemente,  Schwarzbold et al (2010) utilizaron la misma clasificación para 

estudiar diferentes secuelas asociadas con el daño cerebral traumático; 

utilizaron un dispositivo de caída de pesos de diferente masa para inducir una 

lesión cerebral traumática en ratones. La valoración neurológica desarrollada 

1h tras el trauma mostró que la gravedad de la lesión cerebral aumenta con el 

aumento del peso. En contra de lo obtenido en el presente estudio, donde los 

resultados muestran que la clasificación de los diferentes niveles de lesión 

cerebral crónica se consiguieron a través del uso del mismo modelo 

experimental, cuando éste se ve acompañado por un protocolo de cuidados 

post-operatorios muy estricto. La evolución del daño cerebral puede ser 

dependiente de la microestructura tisular y vascular que son únicas de cada 

animal, no siguiendo un patrón común en todos los animales y siendo 

dependiente del estado fisiológico de los mismos.  

 

Otra característica que puede influir en la discrepancia de los resultados 

obtenidos de los diferentes modelos experimentales utilizados se relaciona con 

la variabilidad existente entre los diferentes laboratorios y la gran cantidad de 

modelos de lesión cerebral traumática empleados. En la mayoría de los 

trabajos planteados, los investigadores sólo se centran en estudiar los eventos 

que se suceden tras una lesión leve o media a las pocas horas, días o 

semanas tras el trauma, y en algunas circunstancias se han descrito resultados 

contradictorios utilizando el mismo planteamiento experimental (Jones et al, 

2008; Pandey et al, 2009). Algo similar a los resultados que se han obtenido en 

el transcurso del presente estudio, donde la aplicación de un estricto protocolo 

de mantenimiento y vigilancia de los animales sometidos a un daño cerebral 
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traumático influye en la variabilidad de los niveles de lesión que permanecen en 

los mismos.  

 

Posiblemente esta discrepancia asociada a los modelos experimentales de 

lesión traumática cerebral se debe a la dificultad que conlleva mantener 

animales con lesiones cerebrales a largo plazo. Como ya se ha mencionado, 

en el presente trabajo se desarrolló un protocolo de cuidados de los animales 

lesionados, intentando así aumentar al máximo la supervivencia y el número de 

animales con lesiones cerebrales graves. Dicho protocolo, se basa 

fundamentalmente en el cuidado intensivo de los animales dentro, al menos, de 

la primera semana post-traumatismo, donde son totalmente dependientes de 

los cuidados realizados por los investigadores. El no llevar a cabo dichos 

cuidados influye en que los animales con lesiones cerebrales graves mueran 

durante el transcurso de esa primera semana, tal y como sucedió en el 

desarrollo de la primera parte del estudio y como posiblemente sucede en el 

resto de trabajos experimentales publicados. Con ello, los animales que 

sobreviven muestran déficits similares, estandarizándose por sí solo el modelo 

de lesión cerebral utilizado.  

 

Con nuestro modelo experimental, se detectaron déficits neurológicos 

evidentes a las pocas horas de producir la lesión cerebral traumática en todos 

los animales, momento en el cual se activa todo el protocolo de cuidados post-

operatorios posibles para sacar adelante a los animales lesionados. Las 

semanas que siguieron al trauma se detectaron diferencias en la evolución de 

las secuelas entre los animales incluidos en el estudio, lo cual se representa en 

la diferente clasificación en el grado de lesión cerebral que obtuvieron al 

finalizar los dos meses de evolución del trauma.  

 

En el presente trabajo, se estudió la evolución de los déficits neurológicos 

durante los dos meses siguientes a la realización del trauma cerebral. Se sabe 

que la lesión traumática produce sobre el cerebro la activación de procesos 

muy complejos como son la lesión primaria y la lesión secundaria. Dichos 

procesos son más severos en aquellos animales con lesiones cerebrales 

graves, y aunque conducen a la activación de mecanismos intrínsecos de 
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regeneración (Reilly 2001; Cernak 2005) son insuficientes para restaurar el 

tejido cerebral  dañado, lo cual conlleva a obtener déficits permanentes en los 

animales lesionados. Posiblemente la diferente clasificación otorgada a cada 

individuo incluido en el estudio está relacionada con la evolución de la lesión 

secundaria. Se sabe, que la lesión secundaria contribuye en gran medida a 

establecer la discapacidad neurológica postraumática (DeKosky et al, 1998), 

pero en los modelos animales los mecanismos de lesión secundaria son 

difíciles de controlar, lo cual se traduce en la diferente clasificación neurológica 

de los animales  dos meses tras la realización de la lesión. 

 

2.2. VALORACIÓN FUNCIONAL 

 

Otra variable a tener en cuenta relacionada con la clasificación otorgada es la 

valoración neurológica. Para el desarrollo de este trabajo se ha utilizado una 

Escala de valoración sensitivo-motora, modificada a partir de escalas 

previamente descritas en la literatura (Chen et al, 2001b; Mahmood et al, 

2001a) resultando finalmente en una escala de 19 puntos, y al uso de un 

sistema de análisis de imágenes de vídeo (VTB test), más objetivo, con el fin 

de valorar al máximo los aspectos relacionados con los déficits permanentes 

establecidos con el modelo de lesión cerebral utilizado. Durante la primera 

parte del estudio los animales fueron también valorados a través del Rotarod, 

que es un método clásico de medir lesiones cerebrales en roedores, pero cuyo 

uso en animales con lesiones cerebrales crónicas puede llevar a cometer algún 

tipo de error, ya que conlleva cierto grado de aprendizaje por parte de los 

animales. 

 

La clasificación de los diferentes niveles de lesión cerebral descrita por Tsenter 

(2008) utiliza una escala de 10 puntos en un modelo de lesión cerebral en 

ratones, posiblemente utilizar pocos puntos de valoración dentro de la escala 

puede relacionarse con una menos definición del daño cerebral real de los 

animales. En este trabajo se utilizó una escala de valoración de 19 puntos, y 

posiblemente al incluir más aspectos dentro de los puntos de estudio se 

representa una mejor valoración de los déficits neurológicos adquiridos tras 
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realizar la lesión cerebral experimental. Finalmente se establecieron 3 niveles 

de déficit neurológico: lesión leve, lesión media y lesión grave.  

 

Como ya se ha mencionado la clasificación final obtenida es diferente a las 

previamente descritas en la literatura, posiblemente porque utilizamos un 

método de valoración complejo, a través de la unión de los resultados 

obtenidos con la Escala de valoración sensitivo-motora de 19 puntos y del VTB 

test, para intentar valorar lo más fidedignamente posible las secuelas y la 

evolución de la lesión cerebral traumática en ratas. En el nivel de lesión leve 

descrito en el presente trabajo, los animales mostraron poco déficit neurológico 

y fueron retirados del estudio, ya que dichos animales son más susceptibles de 

sufrir una recuperación espontánea de su función neurológica que pudiera 

artefactar los resultados obtenidos; dicha recuperación es similar a la que 

ocurre durante la evolución de un TCE en pacientes, y además, es una 

característica observada en estudios de lesión cerebral en roedores (Flierl et al, 

2009).  

 

En el presente trabajo, los grupos de lesión media y grave sufrieron un criterio 

de selección que define su estado de déficit neurológico. En general, un animal 

que obtuvo la clasificación de lesión grave en cualquiera de los tests obtuvo la 

clasificación final de lesión grave, ya que obtener más puntuación en el 

desarrollo de cualquiera de los dos test está directamente relacionado con un 

daño cerebral mayor, algo similar a lo que ocurre en otros modelos de 

valoración del trauma cerebral experimental (Tsenter et al, 2008; Schwarzbold 

et al, 2010). Posiblemente los animales utilizados en la primera parte del 

estudio en realidad correspondían a animales con lesiones medias, ya que son 

aquellos que sobrevivieron a la lesión traumática cerebral sin haber sido 

incluidos en el protocolo de cuidados intensivos. 
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3. TERAPIA CELULAR Y LESIONES TRAUMÁTICAS 

CEREBRALES  

 

Debido a la limitada capacidad de reparación del SNC tras sufrir un daño, se 

han desarrollado diferentes terapias celulares muy prometedoras para tratar el 

daño cerebral traumático. Las células madre embrionarias o el tejido fetal 

centraron la atención investigadora en el pasado como fuentes donantes dentro 

de las terapias reparadoras de órganos y tejidos dañados  (García-Castro et al, 

2008), pero su uso se ve limitado, ya sea por consideraciones éticas como por 

otros problemas científicos; además, es bien conocido el riesgo tumorogénico 

asociado al uso de células madre de origen embrionario (Riess et al, 2007). Por 

otro lado se sabe que el tejido adulto es una importante fuente de células 

madre; en concreto, la médula ósea representa una alternativa ya descrita 

décadas atrás para el aislamiento de CMM con el fin de desarrollar terapias 

celulares (Friedenstein et al, 1976). Son células de origen mesodérmico que 

residen en el estroma de la médula ósea y que además poseen la capacidad 

de diferenciarse hacia células de diversos fenotipos (Prockop, 1997; Kotobuki 

et al, 2004; Benayahu et al, 2007), incluyendo células de fenotipo neural 

(Dewaza et al, 2004; Zurita et al, 2007b, 2008a).  

 

Las CMM son relativamente fáciles de aislar y pueden ser expandidas en 

cultivo para realizar trasplantes autólogos en pacientes.  Dichas células han 

sido utilizadas en diferentes trabajos experimentales para tratar enfermedades 

y lesiones sobre el SNC (Chopp et al, 2002; Hofstetter et al, 2002; Ankeny et al, 

2004; Zurita et al, 2008b; Li  et al,  2009) y son consideradas actualmente como 

buenos candidatos en el desarrollo de protocolos de actuación para tratar las 

secuelas producidas como consecuencia de un TCE. Se sabe que la 

administración intravenosa e intralesional de CMM tiene efectos beneficiosos 

sobre la recuperación funcional en ratas que previamente habían sufrido un 

daño cerebral traumático, cuando la terapia se realiza durante la primera 

semana tras el trauma (Lu et al, 2001b; Mahmood et al, 2001a; Mahmood et al, 

2002). Los resultados obtenidos de la primera parte del estudio demostraron 

que dicha terapia es igualmente beneficiosa cuando la administración se realiza 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/976387?ordinalpos=11&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11846913&ordinalpos=21&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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intralesionalmente en ratas con dos meses de evolución de la lesión cerebral, 

detectándose mejoras significativas en la recuperación funcional de los 

animales tratados con CMM (Bonilla et al, 2009b). Al igual que sucede en los 

estudios realizados en fase aguda, hemos verificado que, dos meses tras 

realizar el trasplante las CMM sobreviven y expresas marcadores típicos de 

células neuronales y gliales (Lu et al, 2001b; Mahmood et al, 2001a; Mahmood 

et al, 2002; Qu et al, 2008; Bonilla et al, 2009b). Aunque resultados recientes 

obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que la terapia intravenosa para 

tratar las secuelas crónicas traumáticas cerebrales no tiene efectos 

beneficiosos sobre la función neurológica de los animales tratados (Bonilla et 

al, 2011). 

 

3.1. EFICACIA DE LA TERAPIA CELULAR EN LA LESIÓN TRAUMÁTICA 

CEREBRAL CRÓNICA  

 

a)  Mejoras sensoriales y motoras 

 

El modelo de lesión cerebral traumática experimental desarrollado en el 

presente trabajo causa pérdida de tejido cerebral y deficiencias motoras que 

son evidentes en todos los animales inmediatamente después de sufrir el 

trauma. Para tratar de medir los cambios funcionales, se ponen a punto una 

serie de test de valoración, donde podemos ver que la terapia con células 

madre tiene unos efectos beneficiosos dentro de los 2 meses en los que se 

sigue la evolución de los animales. El grupo experimental al que se le 

administró intralesionalmente suero no presentó mejoras motoras mientras que 

los animales a los que se les trasplantó intralesionalmente CMM de la médula 

ósea mostraron una evidente y progresiva recuperación en la función 

neurológica, comenzando a las pocas semanas después del tratamiento. Los 

resultados obtenidos sugieren la utilidad de este tipo de terapias con CMM para 

tratar las secuelas producidas como consecuencia de un TCE. Dichas 

observaciones se correlacionas con resultados descritos previamente por 

algunos autores en los que la administración de células madre adultas, del 

estroma de la médula ósea, en fases tempranas tras producirse un TCE, 

disminuyen los déficits funcionales tras una lesión traumática cerebral (Lu et al, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11846913&ordinalpos=21&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12542861&ordinalpos=16&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12542861&ordinalpos=16&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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2001a, 2001b, 2006; Chopp et al, 2002; Mahmood et al, 2004b, 2007).  Cabría 

ahora preguntarse, si este efecto es independiente del nivel de lesión crónico 

de los animales, estudio que se ha tratado de responder con el desarrollo de la 

segunda parte del presente trabajo de investigación.  

 

b) Transdiferenciación de las CMM trasplantadas 

 

El hecho de que se puedan transdiferenciar las CMM del estroma de la médula 

ósea hacia un fenotipo neuronal abre numerosas posibilidades para el 

tratamiento de enfermedades y lesiones del SNC. En los últimos años se han 

multiplicado los estudios que demuestran cómo este proceso de 

transdiferenciación puede ser obtenido tanto en cultivo de tejidos, como en el 

seno del tejido nervioso, cuando las CMM adultas se implantan en zonas 

previamente lesionadas (Brazelton et al, 2000; Mezey et al, 2000). Como 

consecuencia de ello, cabe plantearse que a la hora de intentar una terapia 

celular para reparar lesiones neurológicas, no es necesario recurrir a 

procedimientos de manipulación de las CMM antes de su implante en el tejido 

nervioso, ya que el proceso de transdiferenciación neuronal que estas células 

experimentan debe estar relacionado con factores neurotróficos que influyen 

sobre su diferenciación, presentes en el propio tejido nervioso (Zurita et al, 

2007a, 2007b).  

 

Los resultados obtenidos en el modelo de trasplante de CMM para tratar las 

secuelas del TCE crónico desarrollado en este trabajo, muestra que existen 

diferencias entre los animales controles y las ratas trasplantadas con CMM a 

nivel de la zona de lesión. En aquellos animales que recibieron CMM la cavidad 

necrótica muestra algunos puentes tisulares en los cuales se localizaron 

células donantes positivas al gen Sry, y algunas de ellas co-expresando Neu-N 

o PGFA, lo cual supone que las células trasplantadas no sólo han sobrevivido 

dos meses desde su administración, sino que se han transdiferenciado 

después de ser trasplantadas dentro del cerebro. Resultados similares han sido 

descritos tras realizarse un trasplante con CMM en modelos de paraplejia 

experimental (Zurita et al, 2006), aunque hay estudios que sugieren que las 
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células trasplantadas podrían no ser responsables directamente de la 

recuperación funcional observada después del trasplante (Zhang et al, 2006). 

 

c) Aumento de la neurogénesis y de la proliferación 

 

Las terapias con CMM pueden tener asociadas numerosas ventajas como son 

la activación de ciertos mecanismos en las células endógenas, aumentando su 

capacidad proliferativa y disminuyendo el espesor de la cicatriz glial a lo largo 

de la zona de lesión (Shen et al, 2007). Cuando células madre de la médula 

ósea son administradas en estados precoces después de un daño cerebral (Lu 

et al, 2001a, 2001b; Mahmood et al, 2003, 2007) o cuando son administradas 

localmente en modelos de paraplejia crónica (Zurita et al, 2006, 2008b), se 

comienza a observar una continua recuperación funcional desde momentos 

muy tempranos tras la realización de los tratamientos, algo similar a lo que se 

ha observado en el presente trabajo. Posiblemente la migración de las células 

hacia la lesión, su integración y diferenciación hacia elementos neurales, así 

como el establecimiento de conexiones funcionales con las propias células del 

tejido no se puede producir dentro de cortos periodos de tiempo, siendo más 

probable que estos efectos tempranos sobre la recuperación funcional estén 

mediados por otros mecanismos diferentes a la interacción de las CMM 

trasplantadas con el cerebro (Andres et al, 2008). Parece que existen diversos 

mecanismos que actúan sobre la recuperación funcional que se produce al 

realizar los trasplantes, donde se incluyen la expresión de factores 

neurotróficos o la activación de mecanismos endógenos capaces de restaurar 

las funciones neurológicas (Vaquero y Zurita, 2009). 

 

Hoy día se sabe que la neurogénesis endógena puede ocurrir a lo largo de toda 

la vida en el SNC, debido a la existencia de células madre neurales (CMN) 

fundamentalmente a nivel de la ZSV (Lois y Álvarez-Buylla, 1993). Está 

ampliamente aceptado que las células progenitoras de la ZSV son capaces de 

responder a diferentes tipos de estímulos producidos como consecuencia de un 

trauma, aumentando su proliferación y migrando hacia las zonas dañadas 

(Romanko et al, 2004; Masuda et al, 2007). Existen estudios que sugieren que 

la administración intracerebral de CMM promueve la proliferación de la células 
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madre neurales endógenas de la ZSV (Yoo et al, 2008). En el presente trabajo, 

este aumento local de la neurogénesis está asociado con la presencia de rutas 

de migración desde la ZSV hacia la zona de lesión, donde se localiza la co-

expresión de Nestina y Ki-67. Parece que dicho aumento de la neurogénesis 

endógena tras el trauma cerebral puede explicar la recuperación que sufren 

algunos pacientes las primera semanas tras haber sufrido el trauma, lo cual 

podría potenciarse a través de las terapias celulares intentando restaurar el 

daño cerebral  y ofreciendo una nueva vía de investigación con la que estimular 

el aumento de la propia neurogénesis del cerebro a partir de tratamientos con 

células madre.  

 

Con todo ello parece que las CMM cuando se administran 2 meses después de 

una lesión traumática grave, donde las secuelas neurológicas están 

establecidas, mejoran significativamente la recuperación funcional. Dentro de 

esta capacidad de las CMM de revertir los déficits crónicos asociados a una 

lesión traumática cerebral sería interesante comprobar si es independiente del 

nivel de lesión cerebral adquirido. 

 

3.2. EFICACIA DE LA TERAPIA CELULAR EN RELACIÓN A DIFERENTES 

NIVELES DE LESIÓN CEREBRAL CRÓNICA  

 

La segunda parte del presente estudio fue planteada para intentar determinar si 

el grado de deterioro neurológico permanente asociado a una lesión cerebral 

traumática afecta o no en el porcentaje de recuperación tras la administración 

intralesional de CMM, y si dicho efecto tiene una representación morfológica 

sobre el tejido cerebral. 

 

a) Efecto de la Terapia celular sobre la recuperación funcional 

 

Prácticamente no existen evidencias experimentales del efecto de la terapia 

celular en animales con lesiones establecidas tras sufrir un daño traumático 

cerebral. En los escasos datos de los que se dispone no se han detectado 

diferencias significativas sobre la recuperación motora o cognitiva tras el 

tratamiento con neuronas NT2N trasplantadas estereotáxicamente en la zona 
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perilesional en un modelo de trauma cerebral crónico en ratas (Zhang et al, 

2005), en contra de lo que sucede en el presente trabajo donde se logra revertir 

los déficits neurológicos tras el trasplante intralesional de CMM dos meses 

después de la realización de un trauma cerebral experimental (Bonilla et al, 

2009b). Actualmente no hay publicado ningún trabajo en el que se estudie el 

potencial terapéutico de las CMM cuando estas son administradas en lesiones 

cerebrales medias o graves. En el presente estudio se ha llevado a cabo la 

administración tardía de CMM  en diferentes niveles de lesión cerebral, dos 

meses tras realizar una lesión cerebral traumática en ratas.  

 

El modelo de lesión traumática cerebral utilizado causa pérdida de tejido 

cerebral y déficits neurológicos los cuales son evidentes en todos los animales 

inmediatamente después del trauma, pero cuya evolución a largo plazo genera 

diferentes estados de déficit permanente. El tratamiento con CMM utilizado 

muestra diferentes resultados en la eficacia de la terapia celular dependiendo 

de la gravedad del daño cerebral permanente, dependiendo de si se trataba de 

una lesión media o grave. En el grupo de lesión grave, los animales que 

recibieron el tratamiento control con suero y los animales que recibieron el 

tratamiento con CMM mostraron una evolución neurológica similar, donde no 

se detectó ningún tipo de mejoría. En el grupo de lesión media, los animales 

que recibieron la administración intracerebral de CMM mostraron una 

recuperación progresiva y evidente de sus déficits neurológicos comparado con 

los animales de lesión media que recibieron el tratamiento control con suero 

salino, comenzándose a detectar las mejoras pocas semanas después del 

tratamiento. Resultados similares a los que se obtuvieron durante el transcurso 

de la primera parte del presente estudio, posiblemente porque como ya se ha 

mencionado, los animales utilizados para comprobar la utilidad de la terapia 

con CMM en las lesiones traumáticas cerebrales correspondían en realidad con 

animales con un nivel de lesión medio. 

 

Los resultados obtenidos sugieren por primera vez que existe una relación 

entre el nivel de gravedad de la lesión cerebral y la efectividad de la terapia 

celular con CMM del estroma de médula ósea en el tratamiento de las secuelas 

permanentes tras sufrir un daño cerebral traumático. Posiblemente la diferencia 
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en la eficacia de la terapia celular dependiendo del nivel de déficit permanente 

esté relacionada con la propia fisiopatología de la lesión traumática cerebral. El 

estudio de la evolución de la lesión cerebral se realiza clásicamente mediante 

el empleo de modelos experimentales animales que intentan reproducir la 

lesión primaria y secundaria (Morales et al, 2005). En el presente estudio los 

niveles de lesión media y grave ofrecen diferentes perspectivas de 

recuperación tras el tratamiento con CMM, y posiblemente está relacionado con 

la evolución de la lesión secundaria. La lesión secundaria comienza tras sufrir 

un daño traumático cerebral y evoluciona los días, horas y pocas semanas tras 

el insulto inicial.  

 

Otro aspecto clave a tener en cuenta es la valoración de la función neurológica 

de los animales (Fujimoto et al, 2004). Las diferencias detectadas en la 

valoración neurológica de los animales con lesión media y con lesión grave 

posiblemente están relacionadas con una lesión secundaria más acentuada en 

el grupo de lesión grave, lo cual podría limitar la eficacia de la terapia celular. 

La lesión secundaria comienza con el daño oxidativo, lo cual induce procesos 

inflamatorios y la activación de mecanismos de muerte celular secundaria por 

apoptosis (Chong et al, 2005; Darwish et al, 2007; Werner and Engelhard, 

2007). Muchas cascadas fisiopatológicas diferentes pueden contribuir a la 

activación de la lesión secundaria tras el traumatismo cerebral (Xiong et al, 

2009a). Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen a conocer el 

potencial beneficioso del tratamiento con CMM en el tratamiento de las lesiones 

crónicas tras un daño cerebral, donde su eficacia está relacionada con el nivel 

de lesión cerebral permanente. 

 

b)  Efecto de la terapia celular sobre el tejido cerebral 

 

En el estudio histológico desarrollado en el presente trabajo no se han 

detectado diferencias entre los grupos de lesión media y de lesión grave, ni 

entre los grupos que recibieron suero fisiológico o CMM, posiblemente porque 

las mejoras en la función neurológica obtenida tras la realización de los 

tratamientos en el grupo de lesión media implica más de un mecanismo.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fujimoto%20ST%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xiong%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xiong%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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En la primera parte del estudio realizado en nuestro laboratorio la co-

identificacion de las CMM junto con marcadores de células neuronales y gliales 

(Neu-N y GFAP) no sólo confirmó la supervivencia a largo plazo de las células 

trasplantadas sino también la transdiferenciación de las mismas (Bonilla et al, 

2009b). Durante el desarrollo de la segunda parte del estudio se han obtenido 

resultados similares, es decir, se han detectados las CMM trasplantadas a 

través de la identificación del gen Sry del cromosoma Y en los animales que 

recibieron la terapia celular de los dos niveles de lesión estudiados. Además 

éste se expresaba conjuntamente con marcadores de células neuronales y 

gliales (Neu-N y PGFA respectivamente), aunque no se han detectado 

diferencias entre los grupos de lesión media y lesión grave. A pesar de ello, el 

bajo número de células detectadas en el trabajo anterior y el presente no puede 

por sí sólo ser el responsable de las mejoras funcionales observada tras el 

trasplante intralesional de CMM.  

 

Las CMM son conocidas por segregar varios factores de crecimiento (Chen et 

al, 2002; Chopp et al, 2002; Yoshimura et al, 2003; Mahmood et al, 2004b), los 

cuales son también conocidos por promover la recuperación funcional tras un 

daño, así amplifican los niveles cerebrales endógenos. Como hemos visto, las 

CMM también inducen a las propias células del parénquima cerebral a producir 

esos factores tróficos (Mahmood et al, 2004b) e influyen sobre varias funciones 

reparadoras del propio tejido neural como son sinaptogénesis, angiogénesis 

(Qu et al, 2008) y neurogénesis (Chen et al, 2006;  Bonilla et al, 2009b). Así 

parece obvio que existen diversos mecanismos de recuperación, los cuales 

pueden jugar un importante papel tras el trasplante, incluyendo mecanismos 

capaces de restaurar las funciones neurológicas previamente suprimidas 

(Vaquero y Zurita, 2009).  

 

El aumento de la neurogénesis y la co-localización de las células trasplantadas 

junto con marcadores de células neurales, podrían explicar las mejoras 

funcionales obtenidas en el grupo de lesión media, pero en aquellos animales 

con lesiones cerebrales graves no sería suficiente para obtener mejoras 

funcionales a largo plazo. Aunque  las conclusiones iniciales acerca de las 

propiedades terapéuticas de la terapia celular para tratar el TCE parecen 
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prometedoras, parece evidente que se precisa desarrollar estudios adicionales 

que confirmen los resultados obtenidos hasta la fecha.  

 

Otro aspecto importante a considerar en el presente trabajo es que no se 

detectó una disminución del tamaño de la lesión, el trasplante de CMM por sí 

solo no afecta a la reducción de las cavidades cerebrales post-traumáticas. En 

una revisión recientemente publicada sobre las perspectivas actuales del 

trasplante de CMM de médula ósea para tratar lesiones del SNC apunta a que 

el tamaño de las lesiones cerebrales y la viabilidad celular son factores 

determinantes en la eficacia de las terapias celulares, y consideran la 

necesidad de encontrar un medio que favorezca la supervivencia y 

diferenciación de las células madre trasplantadas, añaden que podrían usarse 

matrices biológicas que potencien las cualidades beneficiosas de las células 

trasplantadas (Vaquero y Zurita, 2011).  Otro aspecto importante que discuten 

los investigadores, está relacionado con el número crítico de CMM que es 

necesario trasplantar para ayudar realmente a restaurar los déficits funcionales 

asociados a un trauma cerebral. En 2005, Mahmood et al publicaron que existe 

una dosis dependencia entre el número de CMM trasplantadas y la 

recuperación funcional cuando los tratamientos se realizan por vía intravenosa 

una semana después de realizar un trauma cerebral en ratas. Sugieren que el 

número de células administrado  es un factor determinante para lograr el efecto 

terapéutico deseado. En contra de estas conclusiones, Vaquero y Zurita (2011) 

consideran que aunque el número de células madre administrado es un factor 

importante no es determinante, puesto que creen que las investigaciones 

futuras en el campo de la terapia celular deben ir dirigidas hacia lograr 

aumentar la supervivencia e integración a largo plazo de las células 

trasplantadas en el tejido cerebral dañado. Junto con el número de células 

trasplantadas, el factor determinante en la eficacia de la terapia celular son los 

factores propios del tejido, la mayoría de los cuales están relacionados con la 

propia fisiopatología del daño traumático, y que a su vez están relacionados 

con la disminución en la supervivencia de las células trasplantadas. 
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4. NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL TRATAMIENTO DE LAS 

LESIONES TRAUMÁTICAS CEREBRALES 

 

Como hemos visto parece evidente que las investigaciones desarrolladas 

acerca de la utilidad del trasplante de CMM muestran que dichas terapias son 

beneficiosas cuando las células se administran dentro de las primeras horas o 

días tras sufrir un daño cerebral o incluso cuando los tratamientos se 

desarrollan durante la fase crónica. 

 

Una cuestión que parece evidente plantearse es que sucede cuando los 

tratamientos neuroprotectores y reparadores conocidos hasta la fecha se 

desarrollan de forma combinada, o cuando el efecto beneficioso de la terapia 

celular se combina con matrices de soporte que aumente las cualidades de las 

células trasplantadas. 

 

4.1. TERAPIAS COMBINADAS 

 

Un punto importante a considerar es que sucedería si se combina el efecto de 

las terapias reparadoras a través de agentes farmacológicos descritos 

anteriormente con los nuevos hallazgos realizados en el área de la terapia 

celular.  

 

En este campo, existen evidencias de que la combinación de estatinas con 

células madre adultas promueve la angiogénesis y neurogénesis; y unido al 

efecto de las células se observa un aumento de la vascularización del tejido 

dañado respecto de los controles (Mahmood et al, 2007; 2008). Estas terapias 

combinadas poseen propiedades neuroprotectoras y restaurativas superiores a 

las que se consiguen con el uso de una única monoterapia. Por otro lado 

también se ha investigado el efecto de la administración conjunta de CMM y 

factores de crecimiento (Bhang et al, 2007), donde parece que la actividad 

apoptótica en los animales trasplantados con CMM humanas y factor de 

crecimiento fibroblástico es la mitad que en el grupo de animales trasplantados 

únicamente con células. Uno de los problemas que se plantea en 
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prácticamente todos los estudios mencionados, es que aunque se encuentran 

células trasplantadas en la zona de lesión, y aunque éstas muestras fenotipos 

de elementos neurales aparecen en muy bajo número, por lo que no se detecta 

una reducción del volumen de lesión, posiblemente porque las células 

encuentran un ambiente poco favorable para poder sobrevivir y proliferar, y en 

mucha menor medida diferenciarse.  

 

En todos estos trabajos las terapias se han desarrollado en fases tempranas 

tras producirse el daño, dónde el efecto protector de las CMM puede tener un 

mayor papel que el reparador, y esto puede haber contribuido a encontrar 

resultados menos satisfactorios de lo esperado. 

 

4.2. NUEVAS INVESTIGACIONES  

 

Aunque los resultados obtenidos con los trasplantes de las células madre 

adultas parecen estar dando sus frutos, donde parece que existe un efecto 

terapéutico beneficioso de las CMM procedentes de la médula ósea para tratar 

las secuelas de TCE (Xiong et al, 2009b), y aunque cada vez parece más claro 

que tal vez el futuro esté en desarrollar terapias combinadas (Chen et al, 2006; 

Zhang et al, 2009), aún queda una cuestión importante por resolver, en la que 

parece que aún no se han centrado los investigadores. Tanto con la 

administración intravenosa como con la administración intracerebral se 

encuentran células marcadas en los bordes de la lesión (Lu et al, 2001a; 

Mahmood et al, 2002, 2003; Chopp et al, 2002; Qu et al, 2008; Bonilla et al, 

2009b; Harting et al, 2009; Li et al, 2009) quedando un gran vacío en el que ni 

los factores de crecimiento ni las propias células pueden actuar, es decir no se 

detectan cambios en el volumen de lesión y el número de células trasplantadas 

que se diferencian a elementos neurales es muy bajo.  

 

Si se pudiese aumentar la supervivencia e integración de las células 

trasplantadas en el tejido cerebral dañado posiblemente se favorecería la 

disminución de las cavidades post-traumáticas, lo cual favorecería en mayor 

medida la recuperación de la función neurológica independientemente de la 

gravedad de la lesión, potenciándose al máximo la efectividad de la terapia 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xiong%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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celular. En esta nueva línea de investigación es donde se están centrando los 

nuevos estudios, ya que se trata de encontrar un nuevo mecanismo para 

realizar la terapia celular donde se aumente la viabilidad de las células sin 

aumentar por ello el número de células trasplantadas, y donde a su vez se 

potencie al máximo las cualidades que pueda aportar esta nueva forma de 

terapia. 

 

Diferentes estudios han demostrado que una matriz extracelular organizada 

podría ser necesaria para lograr la adhesión, diferenciación y proliferación 

celular. En las estrategias de terapia celular para reparar lesiones en el SNC, 

las células a trasplantar generalmente se inyectan en un tejido lesionado en el 

que la vascularización es baja y donde aparece una respuesta inflamatoria. En 

estas circunstancias adversas, las células trasplantadas pueden morir por un 

proceso de apoptosis desencadenado por la pérdida de contacto intercelular, al 

que se conoce como «anoikis». Por esta razón, se ha planteado la necesidad 

de obtener una matriz de soporte que permita un entorno permisivo para la 

supervivencia, la proliferación y la diferenciación celular (Tabata 2008).  

 

Entre las diversas matrices biológicas que se han considerado útiles como 

soporte celular está el gel de fibrina, ya que la malla que forma la proteína es lo 

suficientemente porosa para permitir la migración de las células y el contacto 

entre ellas (Laurens et al, 2006). El gel de fibrina se basa en la polimerización 

de fibrinógeno y trombina con calcio para formar una red de fibrina que imita los 

pasos finales de la coagulación de la sangre. Actualmente existen preparados 

comerciales, homologados para uso clínico como sellantes biológicos, y 

experimentalmente, diversos estudios han señalado que el gel de fibrina puede 

ser útil como soporte celular. Se ha descrito, además, que las matrices 

diseñadas con fibrina pueden aumentar la adhesión y la proliferación celular en 

presencia de factores tróficos (Ruszymah 2004; Schmoekel et al, 2005), por lo 

que han sido utilizadas como soporte de células madre embrionarias (Willerth 

et al, 2006), fibroblastos (Cox et al, 2004) o células madre estromales (Yamada 

et al, 2003). 
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En los estudios realizados en nuestro laboratorio, se han obtenido  evidencias 

de que la administración intracerebral de CMM del estroma de médula ósea es 

capaz de recuperar parcialmente los déficits funcionales que tienen lugar tras 

un TCE importante en ratas adultas. En estos estudios, la administración de las 

CMM parece ir seguida de la incorporación de estas células al tejido huésped, 

con signos de diferenciación neural, y de un aumento de la neurogénesis 

endógena (Bonilla et al, 2009b). A pesar de ello, se admite que existe una 

importante pérdida de CMM tras el trasplante, ya que éstas son colocadas en 

una zona donde hay una cavidad necrótica postraumática y donde es difícil 

lograr un efectivo contacto intercelular. Siguiendo con esta línea de 

investigación, están apareciendo publicaciones que buscan terapias 

restauradoras y reparadoras, centradas en encontrar una matriz que potencie 

la viabilidad y supervivencia de las células trasplantadas.  Ya en 2007, apareció 

un trabajo donde se realizó el trasplante intralesional de una matriz de 

colágeno junto con CMM pocos días después de haber realizado una lesión 

cerebral traumática experimental, concluyendo que esta nueva terapia ayuda a 

mejorar la memoria espacial y la función sensori-motora de los animales, por 

otro lado también favorece la reducción del volumen de lesión y la migración de 

las células trasplantadas hacia el tejido cerebral cuando se compara con los 

resultados obtenidos con la administración sin matriz de colágeno de CMM (Lu 

et al, 2007b). Continuando con estas conclusiones iniciales otros trabajos 

experimentales han seguido desarrollando esta nueva línea (Bhang et al, 2007, 

Qu et al, 2009, Xiong et al, 2009b). En todos los trabajos publicados hasta la 

fecha se han encontrado evidencias a favor del uso combinado de la terapia 

celular junto con una matriz de soporte, al menos cuando la terapia se realiza 

durante la fase aguda tras el trauma cerebral.   

 

Con la hipótesis de que la administración de CMM sobre una matriz biológica 

de fibrina podría mejorar las condiciones de contacto intercelular y aumentar la 

eficacia de la terapia desarrollamos un estudio experimental utilizando como 

soporte una matriz comercial (Bonilla et al, 2009c). En dicho estudio no hemos 

podido demostrar que el trasplante de CMM sobre una matriz de fibrina 

comercial aumente los buenos resultados que se obtienen tras la 

administración de CMM suspendidas en suero fisiológico. Consecuentemente, 
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se hacen necesarios estudios in vitro con el objetivo de valorar la 

supervivencia, proliferación y diferenciación neural de las CMM estromales de 

médula ósea.  

 

La búsqueda de un soporte útil que aumente la supervivencia e integración de 

las células en el tejido cerebral dañado, es una de las posibilidades a investigar 

y que pueden permitir la obtención de matrices biológicas útiles para optimizar 

los resultados de la terapia celular aplicada a lesiones traumáticas cerebrales. 

Continuando con los resultados obtenidos hasta la fecha, se intenta encontrar 

una matriz donde las células sobrevivan y se mejore su capacidad de 

integración en el tejido cerebral crónico, donde las condiciones son muy 

inapropiadas. Recientes resultados obtenidos en nuestro laboratorio apuntan a 

que se puede obtener una matriz derivada de plasma sanguíneo como nuevo 

método de soporte en terapia celular (Zurita et al, 2010), abriendo nuevas 

perspectivas dentro de este área de investigación.  

 

Sin embargo, aunque parece que todavía queda mucho por hacer dentro del 

campo de la terapia celular, ya existes estudios clínicos acerca de la seguridad 

y viabilidad del tratamiento autólogo con CMM para tratar las secuelas del daño 

cerebral traumático (Zhang et al, 2008; Cox et al, 2011). Donde no se ha 

detectado ninguna clase de rechazo o toxicidad inmediata o tardía asociado al 

tratamiento dentro del tiempo en el que se desarrollaron dichos estudios, 

aportándose además evidencias a favor de mejoras en la función neurológica 

en ambos estudios. 

 

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación se 

amplían los conocimientos que tenemos acerca de la eficacia y utilidad de la 

terapia celular para tratar las lesiones cerebrales crónicas, y aunque la 

aplicación de estas técnicas en pacientes está comenzando, parece obvio que 

aún no tenemos el conocimiento necesario acerca de la fisiopatología del TCE 

y como la terapia celular puede actuar y cómo podemos optimizar los buenos 

resultados obtenidos hasta la fecha. 
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Con el desarrollo del presente trabajo de investigación se han obtenido las 

siguientes conclusiones:  

 

1. Es posible desarrollar un modelo experimental de lesión cerebral traumática 

crónica en ratas Wistar adultas, que produce secuelas neurológicas de 

diferentes gravedad que son medibles y cuantificables. 

 

2. Se puede realizar sin efectos secundarios el trasplante intralesional de 

CMM obtenidas de la médula ósea para tratar las secuelas crónicamente 

establecidas producidas como consecuencia de un daño cerebral grave. 

 
3. Tras el trasplante de CMM se objetiva una mejora continua y significativa en 

la función motora y sensorial de los animales con lesión cerebral crónica, 

aunque dicha mejora es dependiente del nivel de lesión cerebral. 

 

4. Las células trasplantadas sobreviven (positivas al gen Sry) y expresan 

marcadores neuronales y gliales (Neu-N o PGFA, respectivamente), 

independientemente del nivel de lesión cerebral permanente. 

 

5. En los diferentes niveles de lesión cerebral crónica se observa, tras el 

trasplante de CMM, un aumento en la proliferación (células Ki-67+) y en la 

neurogénesis (Nestina+) respecto de los controles. 

  

6. Como principal conclusión, de posible aplicación traslacional, destacamos, 

por tanto, la eficacia terapéutica de la administración intralesional de CMM 

en las lesiones moderadas crónicas producidas como consecuencia de un 

daño cerebral trumático. 
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