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Nuevas estrategias

para trasplante de células

de bulbo olfativo como terapia
en lesion de médula espinal

Romo JE," Loera OF," Adame DR, Estrada A, Diaz JD," Reier PJ?

RESUMEN
El bulbo olfativo es una estructura del sistema nervioso donde los axones lesionados son capaces de regenerarse, y esta
propiedad ha entusiasmado ensayos donde se purifica glia envolvente en ratas adultas para trasplantarla y utilizar su
potencial regenerador en médulas espinales lesionadas, reportandose que los axones medulares lesionados regeneran
a distancia en médulas espinales completamente seccionadas. Asi pues, el trasplante de células de bulbo olfativo ha
surgido como una terapia prometedora para la reparacion de médula espinal traumadtica y otras enfermedades
neurodegenerativas (esclerosis multiple). Los avances en ciencias bdsicas de biomedicina, enfocados a esta entidad
(lesion de médula espinal y regeneracion, han conducido a una variedad de terapéuticas experimentales individualistas,
que promueven resultados eficaces en animales de experimentacion. Se han sugerido varias propuestas afiadidas al
protocolo convencional establecido por la Dra. AlImudena Ramdn Cueto, en los afios noventa, como, por ejemplo, la
adicion de células de Schwann como factores precursores de remielinizacion, trasplantes de elementos nerviosos y no
nerviosos de tejido con alta capacidad potencial para reconstruir circuitos sindpticos, aplicacion de NT-3 y GDNF para
aumentar el nimero de neuronas sin promover su diferenciacion y otros que proponen el uso de metilprednisolona e
interleucina-10 como potentes antiinflamatorios capaces de reducir la pérdida de tejidos del SNC, y con ello ofrecer una
proteccidon aditiva ante el mecanismo de lesion.
Palabras clave: bulbo olfativo, glia envolvente, células de Schwann, inmunohistoquimica, elementos no neuronales,
factor neurotrdfico lineal derivado, célula glial (GDNF), metilprednisolona, interleucina-10.
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New strategies for olfactory bulb cells transplant as therapy in spinal cord injury

ABSTRACT
The olfactory bulb is a nervous system structure where the injured axons are able to regenerate themselves, and this
ability has fostered trials in which unsheathing glia encircling in adult rats is purified to transplant it and to utilize its
regenerating potential in spinal cords injured; reports show that injured medullary axons can long-distance regenerate
in transacted spinal cords. Thus, the olfactory bulb cell transplant has arisen like a promising therapy for the traumatic
spinal cord repair and other neurodegenerative illnesses (multiple sclerosis). The biomedical basic science advances
focused to this subject (spinal cord injury and regeneration) has led to a variety of individualistic experimental therapeutics
that promotes efficient results in experimental animals. Several proposals have been added to the conventional protocol
established by Almudena Ramdn Cueto M. D., in the 90’s, as, for example, the Schwann’s cells addition as precursor
factors of remielinization, nervous and non-nervous tissue transplants with a high potential capacity to rebuild synaptic
circuits, NT-3 and GDNF application to increase the neuron number without increasing their differentiation and some
others that propose the use of methylprednisolone and interleukin-10 as anti-inflammatory capable of reducing the
tissue loss of CNS and so offering an additional protection against the injury mechanism.
Key words: Olfactory bulb, unsheathing glia, Schwann'’s cells, immunohistochemistry, non-neuronal elements, glia-derived
neurotrophic factor (GDNF), methylprednisolone, interleukin-10.
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INTRODUCCION

Informacion trasmitida por neuronas

Las neuronas son las células del sistema nervioso
encargadas de transmitir informaciéon de unas zo-
nas a otras por medio de sus axones. Asi, recogen
informaciéon de nuestro cuerpo y del exterior que
transmiten a otras neuronas situadas en la médula
espinal y tronco del encéfalo, quienes, a su vez, por
medio de sus axones, informan a otros centros ner-
viosos y al cerebro. Las 6rdenes generadas por el
cerebro viajan por los axones de otras neuronas si-
guiendo la ruta inversa, atraviesan la médula espinal
para enviar la informacién a los musculos y otras
estructuras. La médula espinal se comporta, pues,
como un potente conductor formado por una mul-
titud de axones que transmiten impulsos eléctricos
hacia el cerebro (vias ascendentes) y ordenes del
cerebro a estructuras efectoras (vias descendentes).’

Lesion axonal

Cuando la médula espinal sufre una agresién se
interrumpen las vias nerviosas en el lugar de la le-
sién y los axones daflados ya no pueden transmitir
impulsos eléctricos. En los mamiferos adultos, estos
axones medulares lesionados son incapaces de re-
generar y no pueden reconectarse con las estructu-
ras a las que informaban antes de la lesién, provo-
cando una pérdida de la sensibilidad y una paralisis
permanente e irreversible por debajo del nivel de
la lesion.'?

Figura 1.Tomado de J Neurosci 1998 Dic 15; 18(24): 10514-24.
Regeneracion de axones corticoespinales de rata adulta, in-
ducida por trasplante de células olfativas envolventes.

430 Rev Mex Neuroci 2005; 6(5)

En la figura 1 podemos observar en A el tracto
corticoespinal (cs) normal de la rata, mientras que
en B su disposicion ventral en corte axial y en C
fasciculos posteriores sensitivos (cu, gr). Mientras que
en la figura 2 podemos visualizar las caracteristicas
morfoldgicas poslesion (les).

El bulbo olfativo y su regeneraciéon

El bulbo olfativo es una estructura del sistema
nervioso donde los axones lesionados son capaces
de regenerar y reconectarse. Esto se debe a que
estan rodeados por un tipo especial de célula, la
glia envolvente, que crea las condiciones necesa-
rias para que los axones olfativos lesionados pue-
dan regenerarse. Se ha purificado la glia envol-
vente de bulbos olfativos de ratas adultas para
trasplantarlay utilizar su potencial regenerador en
médulas espinales lesionadas y se ha reportado
mediante ensayos inmunohistoquimicos, que gra-
cias al trasplante de glia envolvente, los axones
medulares lesionados regeneraran a distancia (Fi-
gura 3) en médulas espinales completamente
seccionadas.?”’

OBIJETIVOS

El primer objetivo de nuestro trabajo es resaltar
brevemente la modalidad terapéutica experimen-
tal, que ha permitido la regeneracion de axones
lesionados y recuperacion funcional de animales
experimentales en lesiones de médula espinal con
uso de trasplante de células de bulbo olfativo.

En segunda instancia, revisar, analizar y estable-
cer un juicio sobre las nuevas propuestas ideadas

Figura 2. Tomado de J Neurosci 1998 Dic 15; 18(24): 10514-24.
Regeneracion de axones corticoespinales de rata adulta, in-
ducida por trasplante de células olfativas envolventes.
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Figura 3. Tomado de J Neurosci 1998 Dic 15; 18(24): 10514-24.
Regeneracion de axones corticoespinales de rata adulta, in-
ducida por trasplante de células olfativas envolventes.

por los investigadores en los ultimos afios para
mejorar sus estudios experimentales.

Y, en tercer punto, dejar a la expectativa una
hipotesis que reuna estas modalidades de forma
conjunta para la idealizacién de un protocolo ex-
perimental refortalecido.

NUEVAS ESTRATEGIAS

Células de Schwann

Estudios anatémico-fisiologicos llevados a cabo
en roedores trasplantados con células de bulbo
olfativo (glia envolvente) y apoyados con células
de Schwann como factores precursores,® reportan
que la regeneracién axonal y restauracion de la con-
duccion a través del sitio de la lesién es mas viable,
puesto que hay una capacidad de reparacion de fi-
bras y remielinizacion mas eficiente.??

En el 2003 Jeffrey y cols., con la metodologia habi-
tual para trasplante de células gliales (cultivo celular,
inmunohistoquimica e histologia, citometria de flujo
y adicion del complemento C3), realizaron implantes
de células altamente purificadas y manipuladas
transgénicamente expresando el gen a1l,2 fucocil-
transferasa y cuatro semanas después se evidencid
remielinizacién por arriba de 60% de los sitios inocula-
dos, mientras que en los controles la posibilidad de
remielinizaciéon fue nula. Esta evidencia fue llevada a
cabo mediante estudios inmunohistoquimicos, que
prometen avances en la modalidad de xenotrasplante.
En la figura 4, podemos observar un corte ultraes-
tructurado que muestra axones remielinizados a partir
de nucleos de trasplante.

Elementos nerviosos y no nerviosos
Sin duda, una terapia de trasplante ideal debe-
ria contar con un soporte de elongacién axonal efi-

Figura 4. Tomado de J Neurosci 2004 Abr 15; 21(4): 441-9.
Precursores neurales como fuente de células para reparar la
desmielinizada médula espinal.
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Figura 5. Tomado y modificado de NeuroRx 2004; 1: 424-51.

Estrategias de trasplante celular para médula espinal lesiona-
day neurobiologia transferencial.

ciente con alta capacidad de restauracion en el SNC
adulto, remielinizacién inmediata en procesos de
lesion, facilidad de migracién de elementos a tra-
vés del parénquima del SNC, etc.

Con la ayuda de la neurobiologia es factible el
trasplante de elementos nerviosos y no nerviosos
de tejido con potencial que promueva restaurar
nervios dafiados y reconstruir circuitos sinapticos,
asi como el reemplazo de neurona o glia.® Algu-
nas de estas estrategias se han puesto en marcha
ya en los ensayos experimentales, e incluso hay
experiencias clinicas en cuanto a su aplicacién en
reparaciéon y regeneracién celular en lesion de
médula espinal.®

Cuando se ha hecho el trasplante celular es fac-
tible ofrecer un soporte con apoyo de elementos
no neuronales (injertos del tejido fino periférico de
nervio, glia olfatoria, macréfagos activados, célu-
las del estroma, precursores formadores de mielina
del oligodendrocito y tejido fino fetal de la médu-
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la espinal), con el fin de proveer condiciones mas
6ptimas para su desarrollo.?

Un ejemplo de ello es el trasplante de células
neuroepiteliales germinales y vasos del tejido de
cordon espinal fetal humano a ratas, que evidencia
asi la posibilidad de trasplantar no sélo tejido
neuronal. En la figura 5 podemos observar una sec-
cion transversa del cordon espinal de rata adulta
donde se utilizé6 remanente tisular (HUFSC), poste-
rior al mecanismo de lesién; esta imagen demues-
tra entonces la viabilidad que se puede obtener con
trasplante de tejido no neuronal.

Factor neurotroéfico
lineal derivado de célula glial (GDNF)
y Neurotrofina- 3 (NT3)

La manipulacién genética ha jugado un papel
principal en los estudios convencionales con el fin
de encontrar mejores resultados. En un estudio re-
ciente Lee y cols.” han probado la capacidad de
modificar genéticamente y de manera pluripotencial
las células de bulbo olfativo con el fin de estimular
la secrecién de altos niveles de GDNF, y con ello
mejorar perceptiblemente la recuperacién después
de lesion de la médula espinal promoviendo la di-
ferenciacién de células madre hacia neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos directamente. 0"

En forma in vitro (mediante cultivos celulares y
diferenciacién de células madre, preparacion de RNA,
uso de PCR, immunoblotting, etc.), se han examina-
doy comprobado con ensayos inmunohistoquimicos
y cuantificacion de células neuronales (Figura 6), los
efectos de supervivencia dados por el NT-3 y GDNF,
donde esta adicion aumenta el nUmero de neuronas
cultivadas de forma gradual, sin promover su dife-
renciaciéon. Traduciendo con ello un éxito en cuanto
a la replicacion neuronal directa.™

Uso de metilprednisolona
(MP) e interleucina-10 (IL-10)

Se ha propuesto el uso de metilprednisolona e
interleucina-10" como potentes antiinflamatorios
moleculares, capaces de reducir la pérdida de teji-
dos del SNCy con ello ofrecer una proteccién aditiva
ante el mecanismo de lesion.
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Figura 6. Tomadoy mo-
dificado de Neurol 2005
Ene; 191(1): 65-76.
Neurotrofina y ligandos
de la familia GDNF, pro-
mueven sobrevivencia y
cambio en la vulnerabili-
dad de la excitotoxicidad
de las neuronas deriva-
das de las células
troncales embrionarias
de muridos (roedores).

Figura 7. Tomada y modificada de J Neurotrauma 2004 Sep;
21(9): 1223-39. El transplante de células de Schwann y glia
olfativa envolvente después de la lesion de la médula espinal,
¢hace que el pretratamiento con metilprednisolona e
interleucina-10 aumente la recuperacién?

La combinacién de trasplante de células de bul-
bo olfativo junto con células de Schwann (en ani-
males de experimentacion con lesiones contusas de
médula espinal toraxica) y la adicién de MP 30 MG/
kg IV a los cinco minutos, dos horas y cuatro horas
después de la lesién, asi como IL-10 30 mg/kg i.p. a
los 30 minutos, mejoran el volumen de tejido fino
reestructurado (9 mm) en comparacién con contro-
les de lesidn sin este tratamiento (evidencia 12 se-
manas después). 12

En la figura 7 se muestran los resultados obteni-
dos por esta propuesta; en A observamos la mues-
tra de control y su lesién sin tratamiento, mientras
que en B es evidente la mejoria ante el tratamiento
con MP e IL con las modalidades de trasplante esta-
blecidas.

DISCUSION

Hemos revisado el uso de nuevas variantes tera-
péuticas que presumen una gama de resultados pro-
metedores ante la carrera por establecer la mejor
propuesta en esta entidad experimental. ; Cual pro-
puesta sera la mas efectiva?, pregunta obligada que
compromete un analisis dificil.



En cuanto al uso de células de Schwann es indu-
dable su capacidad de reparacién y quiza tenga un
impacto préximo en controles humanos. Los estu-
dios publicados presumen resultados positivos has-
ta por encima de 90%, que incluso hay cuestiones
en cuanto a su uso en reparaciones de otra indole.

La disposicién de elementos no nerviosos a los
protocolos ya establecidos genera un gran debate
en la disposicién de estdndares convencionales. Es
bien sabido que los elementos de tejido fetal gene-
ran buenos resultados en cuanto a la terapia celular,
pero ;qué hay acerca de manipular individualmente
elementos como tejido fino periférico de nervio,
macréfagos activados, células estromicas, precurso-
res formadores de mielina del oligodendrocito, teji-
do fino fetal de médula espinal, etcétera? Sin lugar
a dudas los avances en neurobiologia contribuiran a
desarrollar protocolos de facil manipulacion en este
sentido para mejores resultados.

Las neurotrofinas promueven la supervivencia
neuronal en lesiones por necrosis y juegan un pa-
pel importante en rasgos de crecimiento celular. Los
estudios que utilizaron un pretratamiento con NT-3
y NT-4, y aplicacién de Gf6976, una proteina kinasa
C inhibitoria, demostraron la inhibiciéon del recep-
tor intrinseco tiroxina kinasa, mejorando percepti-
blemente la recuperacién después de la lesion.

Otra proteccién aditiva de forma inmediata ante
una lesion espinal es el uso de MP e IL-10. Sin duda,
esta medida farmacoldgica evita un peor pronésti-
co contra el dafio establecido. Los investigadores
indagan en su uso en el trasplante de células de
bulbo olfativo reforzadas con células de Schwann
como medida de soporte, y hemos revisado que los
resultados sean muy provechosos.

COMENTARIO FINAL

De cualquier forma, las ideas presentadas en esta
revisiéon presumen excelentes resultados en vias a
mejorar el protocolo de investigacion y dejar su
aportacién en esta rama de la medicina y ser direc-
tamente precursores de futuras investigaciones.

Algo que dejamos a la expectativa y a manera
de hipotesis es lo siguiente: si hubiera posibilidad de
complementar un ensayo experimental que reunie-
ra estas posibilidades en conjunto... jevidenciaria
mejores resultados? Sin duda, creemos que si.
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