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Objetivo. Evaluar el efecto a largo plazo del trasplante de
células de la glia envolvente (GE) del bulbo olfatorio tras
lesion de la médula espinal.

Material y método. Se practic6 una laminectomia dorsal T8,
en 16 ratas adultas Sprague-Dawley, dejando al descubierto
la médula espinal subyacente, la cual se bafié con rosa de
Bengala durante 10 minutos, antes de lesionarla por ilumi-
nacion con una fibra dptica acoplada a una lampara hal6ge-
na, durante 2,5 minutos. A la mitad de los animales se les
inyect6é 180.000 células de GE, en 10 pl de medio (grupo
GE), y a la otra mitad sélo 10 ul de DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) (grupo DM). Los animales se sa-
crificaron a los 90 dias de efectuar la lesién y se evalué el
drea de médula espinal preservada, la recuperacion locomo-
tora y la sensibilidad nociceptiva.

Resultados. Los animales del grupo GE mostraron un nivel
de locomocién superior y retiraron antes la pata al estimulo
nociceptivo que los del grupo DM. También hubo una ma-
yor preservacion de parénquima medular y mas células p75
positivas en el grupo GE que en el DM.

Conclusiones. El trasplante de GE favorece la preservacion
de parénquima medular y evita la pérdida de funciones mo-
toras y sensoriales en la rata.

Palabras clave: paraplejia, columna vertebral,
algesimetria, glia envolvente, médula espinal.

Transplantation of olfactory bulb ensheathing
glia after spinal cord injury: experimental
study in rats

Aim. To evaluate the long-term effect of the transplantation
of olfactory bulb ensheathing glia (EG) after spinal cord in-
jury.

Materials and methods. Dorsal laminectomy of T8 was
performed in 16 adult Sprague-Dawley rats, exposing the
underlying spinal cord, which was bathed with Bengala
pink for 10 minutes before producing a lesion by fiberoptic
focusing of light from a halogen lamp for 2.5 minutes. Half
of the animals were injected 180,000 ensheathing glia (EG)
in 10 pl of medium (EG group) and half were injected only
10 ul of DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) (DM
group). Animals were sacrificed 90 days after injury and the
area of spinal cord conserved, locomotor recovery, and no-
ciceptive sensitivity were evaluated.

Results. The animals in the EG group showed better loco-
motion and quicker paw retraction in response to a nocicep-
tive stimulus than the animals in the DM group. More of the
spinal parenchyma was preserved and there were more posi-
tive p75 cells in the EG group than in the DM group.
Conclusions. EG transplantation favored the preservation
of spinal parenchyma and prevented the loss of motor and
sensorial functions in the rat.

Key words: paraplegia, spine, algesimetry, ensheathing
glia, spinal cord.
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Premio SEcOT Investigacion Bésica 2003.

La lesion de la médula espinal se caracteriza por una in-
terrupcion inmediata e importante de las vias nerviosas as-
cendentes y descendentes medulares. A parte del tratamien-
to farmacoldgico con agentes antiinflamatorios, como la
metilprednisolona, que mitigan los efectos del daiio medular
secundario!, no existe una cura efectiva para las lesiones
medulares, lo que deja a los pacientes con unas bajas pers-
pectivas clinicas de solucién a su problema.
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Las lesiones medulares experimentales son esenciales
para obtener informacién de los procesos fisiopatoldgicos
que suceden durante la lesiéon medular y ensayar métodos
de reparacion de la médula espinal que favorezcan la pre-
servacion de tejido medular, disminuyan los efectos de la
lesion primaria y secundaria y promuevan la supervivencia,
regeneracion y reinervacion funcional de las neuronas lesio-
nadas. Se han utilizado diferentes modelos experimentales
para provocar una lesion medular, como la contusién por la
caida de un peso (weight-drop), 1a compresion por medio de
pinzas ocluyentes, la seccidn y/o hemiseccién y la lesion fo-
toquimica®®. Todos ellos se caracterizan por causar disrup-
cion de las membranas celulares, de las vias axonales ascen-
dentes y descendentes y lesiones vasculares.

Las hemorragias y el edema medular conllevan un esta-
do de isquemia-hipoxia y de hipoglucemia en la zona de la
lesion, y cambios en los niveles extracelulares de electroli-
tos, responsables de un bloqueo de la conduccién de poten-
ciales de accidn por los axones lesionados (shock neurogé-
nico) y la liberacién de aminodcidos excitatorios (glutama-
to) causantes de la excito toxicidad neuronal’. También se
produce una reactivacion de los astrocitos y de la microglia.
Los primeros se transforman en células hipertrdficas, con
robustas prolongaciones citoplasmadticas rellenas de protei-
na dcida fibrilar de la glia (GFAP) que se acumulan alrede-
dor de la zona de lesion primaria, generando una cicatriz
glial, que sella y separa la zona necrética del resto de siste-
ma nervioso central intacto, y contribuyen a la formacion de
matriz extracelular, con la sintesis y liberacién de proteogli-
canos que impiden la elongacion axonal, pues causan la re-
traccion de los conos de crecimiento de las neuronas rege-
nerativas supervivientes®.

La disrupcion vascular favorece la entrada de elementos
vasculares, inicialmente de neutréfilos y posteriormente de
monocitos que se transformardn en macréfagos. Estas célu-
las vasculares sintetizan y liberan un conjunto de citocinas
que inducen la reactivacion de la microglia residente para
limpiar las cavidades cisticas de los restos celulares muer-
tos. Realizan su papel mediante la liberacién de radicales li-
bres de oxigeno, 6xido nitrico y enzimas lisosomales, facto-
res que también pueden causar lesiones en regiones
adyacentes intactas’.

Los objetivos del presente estudio son determinar si el
trasplante de glia envolvente (GE) puede tener un efecto re-
parador en lesiones de la médula espinal, y evaluar si el
trasplante de GE mediante microinyecciones mejora los re-
sultados.

MATERIAL Y METODO

Todos los procedimientos y protocolos experimentales
del presente estudio han sido aprobados por el Comité de ética
en experimentacion animal y humana de nuestra institucion.

Cultivo, purificacion y criopreservacion de las
células gliales

Las células de la GE se obtuvieron de bulbos olfatorios
de ratas Sprague-Dawley adultas (250-300 g). Tras aneste-
sia profunda con pentobarbital sédico (70 mg/kg, i.p.), y ba-
jo condiciones de asepsia se procedié a la decapitacion y
extraccion de los bulbos olfatorios que se recogieron en so-
lucion salina balanceada de Hank (HBBS, Sigma) con cal-
cio y magnesio a 0°C. Bajo campana de flujo laminar se pro-
cedi6 a eliminar las meninges, y seguidamente a la digestion
enzimadtica de los bulbos en una mezcla enzimatica de tripsi-
na-colagenasa-ADNa, durante 30-45 minutos, a 37 °C.
Posteriormente se disocié mecdnicamente el tejido por me-
dio de una pipeta Pasteur a la que previamente se estrechd
su punta. A continuacion la suspension celular se centrifugd
(900 rpm, 7 minutos), se elimind el sobrenadante, y el pre-
cipitado celular se resuspendié en medio DF10S, que se
sembré en frascos de cultivo (25 ¢cm?) previamente poli-L-
lisinados, utilizando como medio de cultivo DF10S
(DMEM + 10% suero). El medio de cultivo se cambié cada
3 dias. A los 9-10 dfas se utiliz6 un medio quimicamente
definido para expandir las células de la GE°. Tras la con-
fluencia del cultivo (15 dias in vitro), se procedié a levantar
las células del frasco mediante el uso de tripsina-EDTA en
HBBS sin calcio y magnesio. Tras la centrifugacion y elimi-
nacion del sobrenadante, se purificaron las células de la GE
mediante bolitas magnéticas recubiertas con anticuerpos an-
ti-p75. Las células p75 positivas fueron seleccionadas del
resto mediante un iman que retenia las células p75 positivas
a las paredes del tubo de ensayo. Posteriormente, tras varios
centrifugados, la suspension celular se incluyé en medio
crioprotector y se congel6 a —80 °C hasta su uso'’.

Procedimiento quirargico y trasplante celular

Los animales se anestesiaron con pentobarbital (60 mg/kg,
i.p.) y se fijaron a un sistema estereotdxico. Utilizando un
microscopio estereoscopico, y bajo condiciones de asepsia,
se practic una laminectomia dorsal en la vértebra T8, de-
jando al descubierto la médula espinal subyacente. La mé-
dula se bafié con una solucién de Rosa de Bengala (RB,
1,5% en solucién salina) durante 10 minutos. El exceso de
solucién se eliminé con varios bafios de solucidn salina, y la
zona bafiada se iluminé con una fibra éptica acoplada a una
lampara halégena de 100 W, durante 2,5 minutos, a una in-
tensidad luminica de 80 kLux, controlada por medio de un
luxémetro (TES-1332, Electrical Electronic Corp, Taipei,
Taiwan). La fibra 6ptica se colocé a 10 mm de la superficie
dorsal de la médula, y durante todo el tiempo de ilumina-
cion la médula espinal estuvo bafiada con solucién salina
para evitar su deshidratacion''. Tras la lesion medular se
procedio al trasplante de 180.000 células de GE en 10 ul de
DMEM (grupo GE; n=8), o bien al trasplante de sélo 10 pl
de DMEM (grupo DM; n=8).
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La suspension celular o el vehiculo se inyectaron, bajo
microscopio estereoscOpico, con una micropipeta de vidrio
(didmetro interno de 70-90 pum) acoplada a una jeringa Ha-
milton montada en un micromanipulador. Las inyecciones
se realizaron muy lentamente en dos puntos de la médula
espinal lesionada (rostral y caudal), a una profundidad de 1
mm, en las columnas dorsales de la médula espinal.

Finalmente, se procedi6 a suturar los planos musculares
y cutdneos, y a desinfectar la zona intervenida con povidona
iodada. Los animales se mantuvieron en observacion hasta
que despertaron de la anestesia.

Métodos funcionales

Las pruebas funcionales se realizaron antes de la opera-
cion y, posteriormente, a los 7, 14, 30, 60 y 90 dias de la le-
sion. La capacidad de locomocion de los animales se evalud
colocando al animal en un campo abierto circular (90 cm de
diametro X 24 cm de pared) y valorando el movimiento de
la extremidades posteriores, por dos observadores indepen-
dientes, segtin la escala BBB'?, que oscila entre 0 puntos
(pardlisis completa) hasta 21 puntos (locomocién normal).
El resultado final fue el promedio de las anotaciones de am-
bos observadores.

La sensibilidad nociceptiva se evalué mediante la prueba
de la algesimetria plantar'3. Los animales se colocaron en una
caja transparente alta, cuyo suelo estaba formado por una pla-
ca de vidrio, a través de la cual se hacia incidir, sobre la
superficie de las patas posteriores del animal, un rayo de luz
incandescente que surgia de una ldmpara halégena de 150 W.
Mediante un detector de infrarrojos, se valor6 el tiempo que el
animal tardaba en retirar la pata posterior al estfmulo nocicep-
tivo. Para evitar lesiones cutdneas se limit6 el tiempo maximo
de exposicion a la luz incandescente a 40 segundos. La prueba
se repitid tres veces, con intervalos de descanso de 5 minutos.
El valor final fue el promedio de las tres repeticiones.

Métodos inmunohistoquimicos
e histomorfométricos

A los 90 dias postoperacion los animales fueron aneste-
siados profundamente y perfundidos transcardiacamente
con 4% de paraformaldehido, en tampé6n fosfato salino
(PBS; 0,1M; pH: 7.4). Posteriormente se extrajo la médula
espinal y el segmento medular lesionado fue fijado en la
misma solucion, durante 24 horas, a 4 °C e incluido en me-
dio crioprotector (30% de sacarosa en PBS) durante 48 ho-
ras a 4 °C. De dicho bloque medular se realizaron secciones
transversales seriadas de 30 pum de grosor mediante un
criostato, que se recogieron en un tampon crioprotector De
Olmos y fueron guardadas a —18 °C hasta su uso.

Por medio de la técnica de flotacion las secciones fue-
ron lavadas con PBS para eliminar el exceso de De Olmos,
posteriormente fueron incubadas con 0,3% de Triton-X-100
y 1% de suero fetal bovino en PBS, durante 1 horaa 4 °Cy

en constante agitacion. Finalmente, se incubaron con el an-
ticuerpo primario policlonal de conejo contra la proteina
dcida fibrilar de la glia (GFAP; 1:1000; Chemicon®) y mo-
noclonal de ratén antirreceptor de baja afinidad del factor
de crecimiento nervioso (p75; 1:200; Chemicon®), durante
24 horas a 4 °C, y en agitacion. Tras varios lavados con 1%
de suero fetal bovino en PBS, las secciones medulares se in-
cubaron con el anticuerpo secundario IgG de asno anticone-
jo o antiratén conjugados a la cianina 3,18 (Cy3; 1:200;
Jackson Immunoresearch®) durante toda la noche, a 4 °C,
en agitacion. Al dia siguiente, tras varios lavados con PBS,
las secciones se montaron en portaobjetos pregelatinados, se
deshidrataron en bafos crecientes de etanol (50°, 70°, 90°,
96°, absoluto) y finalmente el cubreobjetos se monté con
DPX (Fluka®). Como control, algunas secciones fueron in-
cubadas s6lo con anticuerpo secundario. Todas las seccio-
nes fueron observadas con un microscopio de epifluores-
cencia (Olympus® BX51) usando filtros apropiados.

Se captaron imdgenes completas de las médulas espina-
les inmunomarcadas para GFAP, que fueron analizadas por
medio del software NIH-image (versién 1.62; disponible en
http://rbs.info.nih.gov/nih-image; EEUU), para medir el
area de médula espinal preservada. Dos investigadores inde-
pendientes efectuaron dichas mediciones sobre las mismas
imdgenes capturadas. El drea final de médula espinal pre-
servada, de cada seccion analizada, fue el promedio del va-
lor obtenido de ambos investigadores. Para cada animal se
analizaron entre 8-10 secciones medulares'!.

Analisis estadistico

Todas las valoraciones funcionales, electrofisioldgicas e
histoldgicas se han realizado a ciegas, mediante el uso de un
cédigo tanto en animales como en muestras histolégicas. Las
comparaciones estadisticas entre grupos se han realizado me-
diante el analisis de la varianza (ANOVA), usando la prueba
de Scheffé para miltiples comparaciones. Se han considerado
diferencias significativas cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Antes de la operacién todos los animales de ambos gru-
pos experimentales mostraron un patrén normal de locomo-
cién, puntuado como 21 en la escala BBB. A los 7 dias pos-
toperacioén, la habilidad locomotora de los animales de
ambos grupos experimentales disminuyd, siendo de aproxi-
madamente 14 y 19 puntos en la escala BBB, para los gru-
pos DM y GE, respectivamente. La puntuacién de la loco-
mocién fue aumentando progresivamente, alcanzando al
final del seguimiento valores de 16 y 20 puntos de la escala
BBB en los grupos DM y GE, respectivamente. A lo largo
de todo el seguimiento postoperatorio el grado de locomo-
cion de los animales del grupo GE fue significativamente
superior al de los animales del grupo DM (tabla 1).
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Tabla 1. Resultados funcionales en el seguimiento

Grupo control Grupo con glia envolvente
Prueba Dias evolucién
X ES X ES
Locomocién (escala BBB) 0 21,00 0,00 21,00 0,00
7 13,62 1,14 18,81%* 0,69
14 17,08 0,90 19,82% 0,46
30 16,75 0,77 19,94 %* 0,49
60 16,38 0,70 20,03 %% 0,47
90 16,13 0,51 20,19%3:* 0,40
Algesimetria (segundos) 0 15,42 0,10 15,41 0,09
7 16,64 0,30 17,42%* 0,12
14 17,90 0,21 16,60% 3 0,08
30 18,87 0,36 16,61 % 0,14
60 18,42 0,40 16,31%* 0,17
90 18,40 0,24 16,07%%: 0,15

x: media; ES: error estdandar de la media; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 respecto al grupo DM.

El tiempo de retirada de la pata posterior a un estimulo
térmico doloroso fue de aproximadamente 15 segundos en
todos los animales de ambos grupos experimentales antes de
la operacién. Tras la lesion medular el tiempo de retirada al
estimulo doloroso aumento en los animales de ambos grupos
experimentales, siendo en promedio de aproximadamente 19
y 17 segundos en los grupos DM y GE, respectivamente, a
los 7 dias postoperacion. Entre los 7 y 90 dias después de la
lesion, hay una tendencia a aumentar ligeramente el tiempo
de retirada en los animales del grupo DM, mientras que en
los del grupo GE tiende a disminuir. A lo largo del segui-
miento, el valor promedio del tiempo de retirada en los ani-
males del grupo DM fue igual o superior a 18 segundos,
mientras que en los animales del grupo GE nunca superé los
18 segundos. Durante todo el seguimiento, el tiempo de reti-
rada en los animales del grupo GE fue significativamente in-
ferior al de los animales del grupo DM (tabla 1).

En todos los animales de ambos grupos experimentales
la lesion afecta principalmente a la region dorsal de la mé-
dula espinal. En los animales del grupo DM, la lesion in-
cluye el funiculo dorsal, comprometiendo, en la mayoria de
los animales, el tracto cdrtico-espinal e incluso el canal
central. Asimismo, en varios animales de este grupo expe-
rimental también se observaron lesionadas las regiones
dorsolaterales de la médula espinal. Un patrén similar se
encontrd en las secciones de los animales del grupo GE,
aunque en la mayoria de ellos la lesion se circunscribe casi
exclusivamente al funiculo dorsal y en alguno se extiende
hacia regiones dorso-laterales (figs. 1A-B). El promedio
del area de médula espinal preservada fue mayor en el gru-
po GE que en el DM (3,12 £ 0,07 y 2,85 + 0,09 mm?, res-
pectivamente), presentando diferencias significativas entre
ambos grupos experimentales (p < 0,05). Cualitativamente,
se observaron mds células positivas para p75 en las seccio-
nes medulares de los animales con trasplante de GE que en
los animales con inyeccion de DMEM (figs. 1C-D).

Figura 1. Secciones transversales de la médula espinal inmunomarca-
das contra GFAP de las ratas con (A) trasplante de glia envolvente del
bulbo olfatorio (x4) y (B) con trasplante de DMEM (x4). Microscopia
dptica con epifluorescencia de (C) campos proximos a la zona lesiona-
da (*) de secciones medulares inmunomarcadas para p75 de ratas con
trasplante de glia envolvente (x20) y (D) con inyeccion de DMEM
(x20). Todas las manchas blancas y filamentosas de las imdgenes C'y
D corresponden a células inmunorreactivas al p75. Notese que existen
mads en la imagen correspondiente al grupo GE que al DM.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que el
trasplante agudo de células de la GE del bulbo olfatorio me-
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diante microinyeccion con jeringa Hamilton, en una lesion
moderada de la médula espinal, evita una pérdida significati-
va de las funciones motoras y sensoriales. Asimismo, en los
animales con trasplante de células gliales, el drea de médula
espinal preservada es significativamente superior a la de los
animales con trasplante de DMEM. Cualitativamente, se ob-
serva un mayor nimero de células positivas a p75 en las sec-
ciones medulares del grupo GE que en las del grupo DM.
Todos estos resultados son similares a los observados recien-
temente cuando se trasplanta GE o DMEM mediante micro-
pipetas de vidrio acopladas a un inyector de pulsos de ai-
re'"!4 1o cual sugiere que el método de trasplante celular no
es un factor que influya directamente en la recuperacion fun-
cional, sino que es la terapia celular la que repercute sobre la
preservacion de tejido y de las funciones neurolégicas.

Una de las ventajas de la terapia mediante trasplante de
GE es que sus efectos no se limitan a la zona del trasplante,
pues dicha glia tiene una alta capacidad de migracion a tra-
vés de la médula espinal lesionada'*". Los estudios experi-
mentales previos en los que se ha trasplantado GE son con-
tradictorios, pues hay investigadores que indican que en los
animales trasplantados existe mayor recuperacion funcional
respecto a animales sin trasplante o con trasplante de ve-
hiculo'#!%-'8 'mientras que otros investigadores no obtienen
diferencias'®. Sin embargo, en los animales trasplantados
con GE se reduce la cavitaciéon'"'** y aumenta el nimero
de fibras regenerativas a través de la lesion'®?. Estos resul-
tados sugieren que el trasplante GE en lesiones de la médula
espinal puede ser beneficioso, reduciendo la extension de la
lesion primaria y/o secundaria, y favoreciendo la regenera-
cion de los axones de las neuronas supervivientes, aunque
no se traduce siempre en una mayor recuperacion funcional.

Los mecanismos por los cuales las células de la GE del
bulbo olfatorio pueden realizar los efectos observados en el
presente estudio son multiples. Diversos estudios in vitro
han demostrado que las células de la GE son capaces de sin-
tetizar y liberar al medio de cultivo diversos factores neuro-
troficos, tales como el factor neurotréfico derivado de la
glia (GDNF), el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), el factor de crecimiento nervioso (NGF)?!, y la
neurotrofina 4/5'. La supervivencia y regeneracion de los
axones de las neuronas rubroespinales y corticoespinales es
dependiente de BDNF??23, mientras que la elongacion de las
neuronas noradrenérgicas del locus ceroleus son dependien-
tes de GDNF?.

Las células de la GE tienen la capacidad de sintetizar y
secretar moléculas de la matriz extracelular, como laminina
y fibronectina®, componentes del parénquima medular que
favorecen la elongacion de las neuritas in vitro* y constitu-
yen el sustrato sobre el que pueden elongarse los axones re-
generativos que siempre buscan rodear las cavidades cisti-
cas que se generan tras una lesion medular.

A pesar de que no existen estudios experimentales que
demuestren que las células de GE trasplantadas sigan sinteti-

zando y liberando factores tréficos y tropicos, tampoco exis-
ten estudios que demuestren lo contrario, por lo que poten-
cialmente las células trasplantadas in vivo siguen mantenien-
do las mismas propiedades que in vitro, y ello hace pensar
que las células de GE son capaces de promover la supervi-
vencia y regeneracion de axones espinales. Los tipos axona-
les anteriormente citados participan directamente en el con-
trol motor y en la locomocién de la rata, y se ha demostrado
la regeneracion de axones espinales, a través de la lesion, en
animales que habian recibido un trasplante de GE'7-'827,

Un segundo factor es que la GE trasplantada pueda fa-
cilitar una mayor migracién de células promotoras de la re-
generacion, tales como las células de Schwann del sistema
nervioso periférico. Tras una lesién medular sin reparacién
se produce, a los pocos dias de la lesion, una entrada de cé-
lulas de Schwann desde la periferia, que invaden el parén-
quima medular, localizdndose en las proximidades de las
cavidades cisticas y que pueden contribuir a la superviven-
cia y regeneracion de los axones lesionados. De hecho, se
ha comprobado que injertos de nervios periféricos®® o im-
plantes de cdmaras tubulares rellenas con células de Sch-
wann®*** promueven la regeneracién de los axones centrales
por el interior de dichos implantes, lo cual se atribuye al
conjunto de factores neurotréficos secretados por las células
de Schwann implantadas. Tanto la célula de la GE como la
célula de Schwann son positivas para p75%, por lo que la
presencia de células p75 en las secciones medulares de am-
bos grupos experimentales no nos permite discernir si todas
ellas son de un solo tipo, ni de qué tipo son. Sin embargo,
cualitativamente detectamos mds células p75 positivas en
las secciones histoldgicas de los animales con trasplante de
GE que en las de los animales con DMEM, lo que sugiere
que la GE trasplantada puede favorecer la migracion de cé-
lulas de Schwann, las cuales también contribuyen a generar
un microambiente favorecedor de supervivencia y/o elonga-
cién de los axones espinales lesionados.

En resumen, el presente estudio confirma que el tras-
plante de GE del bulbo olfatorio promueve, directa o indi-
rectamente, una mayor preservacion de tejido medular, lo
que puede facilitar la regeneracion de axones espinales su-
pervivientes y mantener una mayor respuesta motora y sen-
sorial. La inyeccién de la GE mediante micropipeta acopla-
da a una jeringa Hamilton no ofrece resultados funcionales
e histoldgicos diferentes a los observados cuando estas célu-
las son trasplantadas mediante micropipeta acoplada a un
impulsor de aire''"'*. Aunque su aplicacion clinica requiere
de mds experimentos que permitan dilucidar algunos de los
aspectos resenados.
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