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Introduccion

Las células gliales del sistema nervioso (SN) juegan un papel fundamental, no sélo
en el mantenimiento metabolico y funcional de las neuronas y sus conexiones sinipticas,
sino también en la respuesta a lesiones o procesos patoldgicos que lo afectan. Asi, células
gliales como los astrocitos y la microglia pueden impedir la regeneracion neural después
de una lesion (Wanner et al., 2008). Sin embargo, también existen células gliales que
favorecen el crecimiento neuronal, algunas confinadas al sistema nervioso central
(SNC), como los pituicitos de la hipéfisis (Gudifio y Nieto-Sampedro, 2000), los
tanicitos del hipotadlamo y las células intersticiales de la glandula pineal; y otras,
confinadas al sistema nervioso periférico (SNP), como las células de Shcwann (Van der
Zee et al., 2008). Las células envolventes del bulbo olfatorio (CEO), también poseen
capacidades regenerativas, forman parte de la glia limitans del nervio olfatorio y poseen
la capacidad de distribuirse tanto a lo largo del epitelio olfatorio en el SNP, como dentro
del SNC, en las capas de fibras olfativas y glomerular (Gudifio y Nieto-Sampedro, 1996);
comparten caracteristicas fenotipicas con los astrocitos y las células de Schwann
(Vincent et al., 2005); y dentro del nervio olfatorio, estimulan la diferenciacion de
precursores neurales hacia neuronas olfatorias, capacitindolas para reconectarse con el
bulbo olfatorio en SNC, después de una lesion (Fiarles y Barnett, 2005).

En los ultimos aios, los trasplantes de CEO se han empleado como una
alternativa en la reparacién y regeneracion de lesiones anisomorficas del SNC (con
destruccion de la barrera hematoencefalica y de la glia limitans), fundamentalmente a
nivel de la médula espinal, causadas por: diseccion, hemiseccion y contusion mecéanica.
Los resultados obtenidos demuestran neuroproteccién, regeneracién y recuperacion
funcional parcial de la zona afectada (Mackay-Sim, 2005, Plant et al., 2003; Verdu et al.,
2003; Lopez-Vales et al., 2006). Sin embargo, su eficiencia regenerativa ha sido poco
evaluada en lesiones isomorficas (sin dano a la glia limitans y destruccion minima de la
barrera hematoencefalica).

La muerte y la degeneracion neuronal son fen6menos centrales durante el
envejecimiento y ocurren de manera prematura en numerosos padecimientos
neuronales (Peinado, 2000). Entre estos los mas frecuentes y graves son: el accidente
vascular cerebral (isquemia-anoxia), el traumatismo craneoencefalico, el traumatismo
raquimedular, la epilepsia y las enfermedades neurodegenerativas: como la esclerosis
lateral amiotrofica (ALS), la enfermedad de Parkinson, la corea de Huntington y la
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enfermedad de Alzheimer, entre otras. Uno de los mecanismos de muerte neuronal que
se ha relacionado con estas enfermedades es excitotoxicidad, condicién estimulada por
la sobre activacion de receptores a aminoacidos excitadores, como el glutamato (Glu) y el
aspartato (Corona y Tapia, 2005). El Glu es el neurotransmisor excitador mas
abundante dentro del SNC de mamiferos y ademas de participar en los procesos
excitotoxicos, es determinante en la potenciacion de la eficiencia sinaptica a largo plazo
que se presenta en el hipocampo durante el aprendizaje y la memoria (Platt, 2007). El
hipocampo constituye una de las regiones cerebrales mas susceptibles a los efectos
excitotoxicos del Glu, y sus alteraciones pueden afectar el proceso de codificacion de la
memoria explicita (Allen et al., 2003).

En este trabajo se verifico la integracion del trasplante de CEO obtenidas de ratas
adultas, al hipocampo de ratas jovenes como parte de las evaluaciones preliminares de
un estudio donde se pretende evaluar la capacidad regenerativa del trasplante de CEO en
el dafio hipocampal producido por un dafio excitotoxico neonatal y la recuperacion de las
capacidades de aprendizaje y memoria después del trasplante.

Objetivo

Evaluar la integracion del trasplante de células envolventes olfatorias dentro del
hipocampo de ratas jovenes, 30 y 60 dias después del trasplante, para posteriormente
valorar su capacidad regenerativa en un modelo de dano excitotoxico neonatal.

Materiales y Métodos

Animales de experimentacion. Para este trabajo se utilizaron ratas albinas macho
de la cepa Wistar (Rattus norvergicus), las cuales se mantuvieron en condiciones de
bioterio (ciclos luz-oscuridad 12h:12h, temperatura ambiental 22+2°C y humedad
relativa del 50+10%) con libre acceso al agua y al alimento durante todo el proceso
experimental, de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999 y NOM-033-Z00-1995, que
establecen las condiciones de cuidado y de menor sufrimiento posible para animales de
experimentacion.

Preparacién de cultivos primarios de bulbo olfatorio. Los cultivos se prepararon
a partir del bulbo olfatorio de ratas adultas (60-80 dias de edad) como se describe en
Gudino y Nieto-Sampedro (1996); brevemente, se extrajeron los bulbos olfatorios y se
disecaron las capas de fibras nerviosas y glomerulares (CFNG), se incubaron con tripsina
y mecanicamente, se disociaron las células, las cuales se sembraron en frascos de cultivo
de pléstico, tratados con poli-L-lisina, donde se cultivaron inicialmente en medio D/F-
10S, incubandose a 37°C, en atmosfera de 5% COz2, renovando el medio tres veces por
semana.

Purificacién inmunomagnética de CEO. Cuando los cultivos primarios de las
CFNG alcanzaron la confluencia, se purificaron con ayuda de “Dynabeads”: microesferas
de material ferromagnético recubiertas con IgG de cabra anti-ratéon (DB; Dynal M-450,
Oslo, Noruega) y anticuerpo monoclonal 192 anti-NGFR (Gudino y Nieto-Sampedro,
1996). Las células gliales purificadas se marcaron con el colorante PKH26-GL (colorante



vital fluorescente; Sigma-Aldrich) y se conservaron en medio D/F para trasplantarse 6
en medio DF-10S para sembrarse de nuevo.

Trasplante de GE. Ratas de 30 dias de edad se sometieron a una cirugia
estereotaxica bajo anestesia con halotano, se fijaron al marco estereotaxico con la barra
de incisivos en 3.5 mm, se realizd6 una incisién en el eje longitudinal de la cabeza, se
retird el periostio y se ubico el punto Bregma de las cisuras craneales, a partir del cual se
identificaron las coordenadas correspondientes a la region CA1 del hipocampo derecho: -
2 mm posterior; -2.5 mm lateral; y -2.5 mm ventral a partir de la superficie pial, se
realiz6 la trepanacion y se inyectaron 60 mil CEO vivas, suspendidas en 5 ul de medio
D/F y marcadas con PKH26.

Perfusion intracardiaca. Sesenta dias después del trasplante de CEO, los
animales se anestesiaron con pentobarbital sédico y perfundieron intracardiacamente
con solucion salina heparinizada, seguida de paraformaldehido al 4% en solucién
tampon fosfato, 0.1 M, pH 7.3. Se extrajeron los cerebros y se posfijaron
paraformaldehido al 4% por 3 h, posteriormente se transfirieron a una solucion de
sacarosa al 20% en tampoén fosfato 0.1 M, pH 7.3 durante al menos 16 h.

Tincion Inmunofluorescente. Desde la eminencia media hasta el tallo cerebral, se
obtuvieron cortes coronales de 30 um de espesor en un micrétomo de vibraciéon (Leica
VT-10000M). Las secciones se colectaron en tampoéon fosfato 0.1 M, pH 7.3,
posteriormente se incubaron por 30 min a temperatura ambiente en una solucién con 2
% de suero normal de cabra y 0.2% de Triton X-100 en tampo6n fosfato 0.1 M, pH 7.3.
Después se incubaron con el anticuerpo primario biotinilado por 16 h a 4°C. Enseguida
se lavaron en tres ocasiones con tampoén fosfato 0.1 M, pH 7.3; y se incubaron con la
alexa 488 por 36 h a 4°C. Después se lavaron nuevamente y se montaron con una mezcla
de PBS/glicerol en proporcidén 1/1, para observarse en el microscopio de fluorescencia, se
verifico la integracion y migracion de las CEO y se tomaron las fotografias
correspondientes. Los anticuerpos primarios empleados estuvieron dirigidos contra la
proteina glial fibrilar &cida (GFAP) y el receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75.

Resultados y Discusion

Se obtuvieron los cultivos primarios de células de las capas de fibras nerviosas y
glomerulares (CFNG) del bulbo olfatorio (Figura 1).

Mediante purificacion inmunomagnética se obtuvieron las células de glia
envolvente p75 + (Figura 2).
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Figra 1. Cultivo primario de bulbo olfatorio Figura 2. Cultivo puificado de CEO p75 +

Una vez purificadas las células se marcaron con el colorante PKH26-GL (Figuras
3y 4). Por ultimo se lavaron una vez con medio D/F, se resuspendieron en medio B27y
se mantuvieron en hielo hasta el trasplante.

Figura 4. CEO visualizadas a través del PKH26-GL

Ratas de 30 dias de edad se montaron en el marco estereotaxico tal y como se hace
para animales adultos (Figura 5) y se sometieron a la cirugia para trasplantarles las CEO
en el hipocampo en 3 subgrupos:

1. transplante de 30 000 CEO (n=2),

2. transplante de 60 000 CEO (n=2)

3. controles intactos (n=2)

Figura 5. Rata adulta colocada en el marco estereotéxico.
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Sesenta dias después del trasplante los animales se sacrificaron por perfusion
intracardiaca, se extrajeron los cerebros y se crioprotegieron en una solucién de sacarosa
al 20%.

Los cerebros se cortaron en un micrétomo de vibraciéon (Leica VT-10000M) en
secciones de 30 um de espesor y se procesaron para su inmunodeteccion, lo que nos
permitio observar la migracién de las CEO a través del hipocampo hacia los ventriculos
cerebrales en sentido antero-posterior (Figuras 6).

Coniraste de fase pkh26 o FAP
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Contraste de fase pKh26 p7s

Figura 6. Fotografias del hipocampo de rata donde se muestra la integracion de las CEO. (a) imagenes en
contraste de fases donde se visualizan dynabites (esferas rojizas) empleadas para la purificacién de células
p75+; (b) imagenes que muestran la fluorescencia generada por PKH26-GL de las CEO trasplantadas; y
(c) imagenes que muestran la fluorescencia de la alexa 488 asociada al marcaje anti-GFAP y anti-p75.

A través del andlisis de las secciones obtenidas de los hipocampos trasplantados
se confirmé el sitio del transplante y se decidi6 utilizar el trasplante en ntimero de
60,000 CEO para evaluaciones futuras, ya que en esta cantidad, ain sesenta dias
después del trasplante, encontramos células viables integradas a la regiéon de interés, lo
que nos permitird evaluar posteriormente su posible capacidad regenerativa. Los
resultados obtenidos son fundamentales para la continuacién de los estudios disefiados
para evaluar la capacidad regenerativa del trasplante de CEO en el hipocampo después
de un dafio neonatal excitotoxico.
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Conclusion

Las CEO obtenidas de ratas adultas y trasplantadas al hipocampo de ratas jévenes
se integran a la region, atravesdndola y alcanzando los ventriculos cerebrales en sentido
antero-posterior, permaneciendo viables atin sesenta dias después del trasplante.
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