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Efecto del trasplante de células estromales de médula ésea sobre la regeneracion
axonal y mejoria de la funcién locomotora en ratas adultas con seccién completa y
cronica de médula espinal.

RESUMEN:

La Lesion Traumatica de Médula Espinal (LTME), es un dafio que provoca un
cambio temporal o permanente en las funciones motoras y sensoriales del sistema
nervioso central (SNC). La recuperacién de la médula espinal (ME), es limitada por la poca
regeneracion celular y el crecimiento axonal, asi como por la falla en el reemplazo de la

mielina dafiada lo que impide el restablecimiento de conexiones neuronales funcionales.

Hasta la fecha, no existe algun tratamiento eficaz para las LTME, sin embargo,
tratamientos como el trasplante de nervio periférico predegenerado (NPP), han mostrado
en modelos de hemiseccién y seccion completa, promover el recrecimiento axonal.
Ademas, remieliniza los axones centrales y colaterales de la ME sin embargo, esto ha sido
insuficiente para permitir la recuperacién funcional. Por otra parte el trasplante de células
estromales de médula ésea (CEMO) ha demostrado, en modelos por contusion y seccion
completa, que se pueden formar filamentos guia y promover la remielinizacién, la

regeneracion axonal y la recuperacion funcional después de una LTME.

El objetivo de este proyecto fue probar el efecto del trasplante combinado de NPP
y CEMO después de una LTME por seccidn completa. Para esto, se utilizaron ratas Fisher
344 con LTME a nivel T9, las ratas fueron asignadas en 4 grupos distribuidos de la
siguiente manera, grupo 1 (ratas con LTME sin tratamiento); grupo 2 (ratas con LTME +
Fibrin Glue); grupo 3 (ratas LTME + Fibrin Glue + trasplante de NPP) y grupo 4 (ratas LTME
+ Fibrin Glue + trasplante de NPP + trasplante de CEMO). A todos estos grupos se les
realiz6 una evaluacién por un periodo de dos meses, para determinar la funcién
locomotora mediante la escala funcional BBB, después de este periodo los animales
fueron sacrificados para extraerles el tejido medular. Para evaluar la regeneracion axonal,
se realizé inmunofluorescencia con GAP-43 y Neuritin. Y para evaluar la remielinizacion se

realizé inmunofluorescencia con PBM ademas de microscopia electrdnica.
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Los resultados obtenidos muestran una mayor cantidad de regeneracion axonal y
remielinizacion en los grupos de tratamiento (grupos 3 y 4) con respecto a los grupos
controles (grupos 1y 2), ya que se observé formacién de conos de crecimiento axonal.
Ademas entre los grupos experimentales también se observaron diferencias significativas.
En el grupo combinado (grupo 4), las fibras nerviosas encontradas presentaron mayor
grosor de mielina con respecto al grupo con solo NPP (grupo 3), asi como mayor cantidad
de mielina en la zona distal de la ME, ademas de, presentar formacién de nuevos axones y

mielina.

Respecto al analisis funcional, se encontraron diferencias entre los grupos de
tratamiento con respecto a los grupos controles, mientras que entre los grupos
experimentales no hubo diferencias, probablemente porque el tiempo de evaluaciéon no
fue suficiente para observar mejorias en la funcidn locomotora. En conclusidon se
demostré que el tratamiento combinado de NPP y CEMOS, es una estrategia favorable
para la regeneracion axonal y la remielinizacion, ya que promueven un microambiente

permeable y favorable después una LTME.

Palabras Clave: Lesién traumdtica de medula espinal; células estromales de medula

dsea; nervio periférico predegenerado; regeneracién axonal; remielinizacion axonal.

7|Péagina
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ABSTRACT:

The traumatic spinal cord injury (TSCI) is a temporary or permanent damage which
provokes a change in the motor and sensory function of the central nervous system (CNS).
Recovery of the spinal cord (SC) is limited because of the low cell regeneration and axonal
growth, also due to the failure of replacement of damaged myelin, wich prevents

functional recovery of neuronal connections.

At this time, there is no effective treatment for TSCI; however, some treatments
such as predegenerated peripheral nerve transplantation (PPN) have shown to promote
axonal regrowth as well as remyelinitation of central and collateral SC axons in
hemisection and complete section models. Nonetheless this is not enough to allow
functional recovery. Moreover, the bone marrow stromal cells (BMSc) are capable of
forming guide filaments and promote axonal regenerate, remyelination and functional

recovery after TSCI.

The aim of this study was to determine the combined therapy of PPN and BMSc
transplantation effect after a TSCI the complete section model. We used female Fisher 344
rats were subjected to a whole spinal cord section at thoracic 9 (T9) and then were
distributed in 4 groups, group 1 (TSCI without treatment); group 2 (TSCI+Fibrin Glue);
group 3 (TSCI+ Fibrin Glue+ PPN transplantation) and group 4 (TSCI+ Fibrin Glue+ PPN
transplantation + BMSc transplantation). All groups were evaluated during 2 months to
determine locomotor function using the BBB scale, and were then sacrificed in order to
obtain the spinal tissue and evaluate the axonal regeneration by GAP-43 and Neuritin
immunofluorescence, as well as to assess remyelination by MBP immunofluorescence

with electronic microscopy.
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Results show more axonal regeneration in the treated groups (group 3 and 4) than
the control groups (group 1 and 2) since we round axonal growth cones formation, we
also found axonal remyelinitation in treated group. Experimental groups also showed,
greater thickness of the nerve fibers and a larger amount of myelin in the distal area of
the SC as well as the new formation of axons and myelin in the combined group (group 4)

compared to the group with NPP (group 3)

The functional recovery analysis, showed differences between the control and the
treatments groups, while no differences more found between experimental groups,
probably because the evaluation time was not enough to observed improvement in the
locomotor function. In conclusion, it was shown that the combined treatment with PPN
and BMSc is a favorable strategy that promotes a good permeable microenvironment for

axonal regeneration and remylination after TSCI.

Key words: Traumatic spinal cord injury, bone marrow stromal cells, predegenerated

peripheral nerve, axonal regeneration, axonal remylination.
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INTRODUCCION.

Lesion traumatica de médula espinal.

La lesién traumatica de medula espinal (LTME) es una de las patologias principales
gue contribuyen no solo a tener consecuencias medicas, sociales y laborales en Ia
poblacion. La LTME es una enfermedad que provoca discapacidad permanente
caracterizada por paralisis y pérdida de sensibilidad, asi como multiples alteraciones
metabdlicas y sistémicas asociadas a la disfuncidn del sistema nervioso auténomo(Guizar-

Sahagun y cols., 1998).

Se ha estimado la incidencia anual de LTME alrededor del mundo entre 13 a 33 casos por
milléon de habitantes (Wyndaele y Wyndaele 2006)(McKinley y cols., 2007), y su prevalencia esta
entre 110 a 120 casos por millén de habitantes (McKinley y cols., 2006). En Estados Unidos se ha
estimado una incidencia de 11 000 casos por afio y en México es de 18.1 casos por millén por
habitantes. El costo anual de los pacientes es alrededor de 11 millones de délares. La poblacidon

mas afectada son los hombres en edad productiva (16-35 afos) y las causas mas comunes son:

CAUSAS DE LTME

M Accidentesde
transito

M Accidentes por
arma de fuego

d Caidas

M Accidentes
Deportivos

i Otros

GRAFICA 1: CAUSAS DE LESION TRAUMATICA DE MEDULA ESPINAL (MCKINLEY Y COLS., 2006).
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Cuando ocurre una LTME se producen dos eventos importantes: Lesidon primaria la cual
involucra los dafios mecanicos, y Lesidn secundaria que involucra todos los eventos celulares,

provocando asi una muerte celular por apoptosis principalmente.

Mecanismos de lesion primaria.

En modelos animales se han realizado estudios sobre lesiones medulares con diferentes procesos,

con el objetivo de estudiar la fisiopatologia de la lesion medular. Existen diferentes modelos:

Contusion medular:

La contusion medular es el modelo animal mas utilizado en la LTME, la cual provoca
disfuncion motora, sensitiva y dolor neuropatico. El modelo de contusidn cervical ha sido poco
usado ya que puede provocar efectos adversos a los animales; por lo tanto se ha realizado
hemicontusiones para estudiar funciones unilaterales motoras después de una lesion de medula
espinal. La contusion tordcica es el modelo mas utilizado la cual se realiza exponiendo la medula
espinal y dejando caer sobre ella un peso determinado. Después de 2 o 3 semanas la disfuncion
motora es recuperada y este tiempo puede variar dependiendo de la intensidad del trauma

realizado (Nakae y cols., 2011).

Seccion completa y hemiseccion medular:

Este modelo reproduce todos los sintomas que tienen los pacientes con LTME. La seccion
es producida cortando transversalmente la médula espinal con tijeras de microcirugia o bisturi, lo
cual provoca una paralisis total en las extremidades (superiores o inferiores dependiendo del nivel
en donde se realice). Este modelo es utilizado para probar estrategias de regeneracién axonal y
mejoria en la funcién motora. La hemisecciéon es un modelo donde la disfuncidn motora es
lateralizada y provoca una paralisis parcial la cual puede persistir desde los 5 dias hasta las 4

semanas (Nakae y cols., 2011).
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Modelo fotoquimico:

Este modelo de lesién fue desarrollado por Watson y cols., siendo el mas seguro y
reproducible en modelos animales. La mayor ventaja de este modelo es que produce una lesién
sin inducir un trauma mecanico en la medula espinal ya que no es necesaria realizar una
laminectomia. La lesion es producida cuando es usado un colorante que es activado por un laser
con iones de argén el cual produce moléculas de oxigeno simple encontradas en la superficie
endotelial de las vesiculas de la médula espinal. Esta lesién produce una respuesta intensa
plaquetaria, oclusién de las vesiculas, infarto del tejido parenquimal y su patologia es
principalmente de origen isquémico ademds de producir dafios motores dependiendo de la

intensidad de radiacién (Nakae y cols., 2011).

Modelos excitotoxicos:

Las inyecciones intramedulares o intratecales de algunas excitotoxinas como el acido
quiasilico, glutamato, N-metil-d-aspartato y acido kainico producen un dolor espontaneo, dafo
mecdanico e hiperalgesia térmica en ratas. También produce muerte neuronal, formacién de la
cavidad quistica, formacién de la cicatriz astrocitica e inflamacion. En este modelo el 100% de los
animales desarrollan una variacién de hipersensibilidad mecanica a estimulos térmicos (Nakae y

cols., 2011).

Compresion por clip:

El modelo de compresion por clip es un modelo que puede reemplazar la contusion hecha
por impactadores, ya que causa la lesién por medio de una presion hecha por el clip. Este tipo de
lesién es utilizada principalmente en ratones y su patologia es similar a la producida por un

impactador en ratas (Nakae ycols., 2011).

Después de la lesién primaria, se produce como consecuencia una lesién secundaria la cual

provoca mecanismos autodestructivos que dan como resultado una muerte neuronal. La
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respuesta bioldgica de la lesiéon de médula espinal esta dividida en tres fases: aguda (la cual se
produce segundos después de la lesidn), sub-aguda (la cual se produce de minutos a semanas
después de la lesidn) y crénica (la cual se produce de meses a afios después de la lesién) (Oyinbo

2011; Acevedo Gonzdlez J y cols., 2008).

Eventos secundarios de lesion.

Fase aguda:

En la fase aguda se provoca un rompimiento de la barrera hematoencefdlica
provocando asi una alteracion fisica, bioquimica y celular. Estos cambios comienzan
segundos después de la lesién y los eventos involucrados son: hipotensién, shock
medular, vasoespasmo, isquemia, dafio en la membrana plasmatica, trastorno en la
homeostasis idnica, acumulacién de neurotransmisores y formaciéon de radicales libres
(Oyinbo 2011). El choque neurogénico, es producido después del traumatismo medular.
Este fendmeno puede ocacionar disminucién de la perfusidn tisular causando una paralisis
severa en las aferencias vasomotoras provocando asi una alteracion en arterias y venas
(Acevedo Gonzalez J y cols., 2008). Ademas ocurren lesiones vasculares que pueden
originar un dano hemorragico e isquémico en el sitio de lesién asi como en zonas
adyacentes (proximales y distales); este dafo isquémico puede promover un dafio de los
capilares y vénulas debido al trauma mecanico. También se produce una hiperperfusion, la
cual es originada por la reduccién del potencial de hidrogeno (pH) perivascular por la
acumulacién de metabolitos como el lactato. Esta hiperperfusidn se puede exacerbar en el
sitio de lesidon provocando una muerte celular por la generacién de radicales libres y otros

productos toxicos (Oyinbo 2011), (Acevedo Gonzdlez y cols., 2008) (Figura 1).
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I LESION PRIMARIA [ 1
Factores sistémicos Factores locales
« Chogque neurogénico » Efectos vasculares « Liberacion de glutamato
« Falla ventilatoria « Dafo de membrana  « Ederma
« Compresion medular  « Inflamacién
ISQUEMIA
Disminucién de Vasoespasmo
igeno y glucasa [
Falls encrgética —‘1 Despolarizacién de la membrana ]
{ I
i T(om:muxlén intracelular de calcio [

1

Activacion de ¢ calpai Radicales libres de oxigeno
e e At )’— Dafio mitocondrial UipStisks I a5

Daho axddativo de
proteinas, lipidos y ADN
de La per ilidad Disminucion de la Degeneracion de ta
Liberacién de citocromo C produccion de ATP membrana

Proteolsis y dafo del
dtoesqueleto
APOPTOSIS

MUERTE CELULAR

FIGURA 1. MIECANISMOS FISIOPATOLOGICO DE UNA LTME. (ACEVEDO GONZALEZ Y cOLS., 2008)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS)
pueden desencadenar otros eventos de la cascada secundaria. En cuanto a los radicales
libres derivados del oxigeno (superdxido, radicales de hidroxilo y éxido nitrico) y otros
compuestos de alta energia (peroxinitritos), se producen durante la isquemia y se
incrementan en la reperfusion temprana. Estos compuestos contribuyen al estrés
oxidativo que empeora la lesién secundaria (Acevedo Gonzalez y cols., 2008). Cuando
supera al estrés oxidativo la capacidad antioxidante puede producir moléculas reactivas

provocando asi una oxidacién de proteinas, lipidos, y acidos nucléicos.

En fases tempranas después de una LTME se produce un dafio por la

lipoperoxidacion, por la formacion de ROS y RNS; es provocada cuando los radicales libres
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absorben un electrén de una molécula lipidica, torndndola menos estable, comenzando

una reaccion en cadena que produce lisis de la membrana y muerte celular por necrosis.

Como resultado del dafio exacerbado, las funciones de la mitocondria disminuyen,
contribuyendo asi a un aumento del calcio intracelular, ademas de activar ciertas

proteasas que provocan el rompimiento de las proteinas del citoesqueleto (Oyinbo 2011).

Otro fendmeno secundario que ocurre después de una lesién medular es la
excitotoxicidad por glutamato. El glutamato es el principal neurotransmisor exitatorio del
sistema nervioso central (SNC). El glutamato se une a sus receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), o—amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido isoxazolepropionico (AMPA) vy kainato;
provocando un cambio en el flujo de canales de potasio y calcio estimulando una
introduccion exacerbada de CA*" intracelular a la neurona y a las células gliales (astrocitos)
provocando una despolarizando de la membrana celular, también se activan fosfolipasas
y proteasas las cuales provocan un dafio a la mitocondria dando como resultado una
muerte celular. Esta produccién de glutamato promueve que la microglia sea activada a
un fenotipo reactivo la cual produce en grandes cantidades de oxido nitrico y de factor de
necrosis tumoral o (TNF-a); estas especies de oxido nitrico se juntan con otros radicales
libres como el anién su perdxido provocando una formacién de ROS, provocando asi una
muerte celular en los astrocitos y la neurona pre-sindptica y favoreciendo asi una

desmielinizacién (Acevedo Gonzalez y cols., 2008) (Figura 2).
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B o  Glutamate
Presynaptc Glutamine

GLAST

GLT

EAACT
NMDA
AMPA
Kainate
Metabotropic

NORMAL

¢ ¢ ¢ « J(])()(

DEPUES DE UNA LTME

FIGURA 2. MIECANISMO DE NEUROTOXICIDAD POR GLUTAMATO. A): TRANSPORTE NORMAL DEL GLUTAMATO EN EL SNC. EL
GLUTAMATO (CIRCULOS ROJOS) QUE SE ENCUENTRA EN LA NEURONA PRE-SINAPTICA ES CAPTURADO POR LAS VESICULAS
SINAPTICAS TRANSPORTADORAS EN DONDE SON TRASPORTADAS HACIA EL ESPACIO SINAPTICO. YA EN EL ESPACIO
SINAPTICO EL GLUTAMATO ENTRA TANTO A LA NEURONA POST-SINAPTICA MEDIANTE SUS 4 RECEPTORES NMDA(MEDIA
LUNA R0JO), AMPA(MEDIA LUNA AMARILLA), KAINATO(MEDIA LUNA VERDE), MIETABOTROPICOS (MEDIA LUNA AZUL) Y
POR EL TRANSPORTADOR DE AMINOACIDOS EXCITATORIOS 1 (EAAC1)(ROJO) PARA SU FUNCIONAMIENTO NORMAL DE LA
NEURONA; TAMBIEN ES RECAPTURADO POR EL ASTROCITO POR EL TRANSPORTADOR DE GLUTAMATO/ASPARTATO
(GLAST)(MORADO); DENTRO DEL ASTROCITO EL GLUTAMATO ES TRANSFORMADO EN GLUTAMINA (CIRCULOS ROSAS) POR
LA GLUTAMINA SINTETASA. LA GLUTAMINA ES TRASPORTADA HACIA LA NEURONA PRE-SINAPTICA EN DONDE ES
HIDROLIZADA A GLUTAMATO NUEVAMENTE POR LA GLUTAMINASA (GA). B): DESPUES DE UN TRAUMA MEDULAR SE
PRODUCE UN AUMENTO EXACERBADO DE GLUTAMATO (CIRCULOS ROJOS) EN EL ESPACIO SINAPTICO EL CUAL ACTIVA A LA
MICROGLIA EN UN FENOTIPO REACTIVO LA CUAL PRODUCE GRANDES CANTIDADES DE OXIDO NiTRIicO (NO) v TNF-«
PRODUCIENDO UNA TOXICIDAD; EN ESTAS CONDICIONES EL ASTROCITO Y LA NEURONA POST-SINAPTICA PRODUCEN ROS
PROVOCANDO UNA MUERTE CELULAR (SCHWARTZ Y cOLS., 2003).
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Un evento importante de los sucesos secundarios después de una LTME es la
inflamacidén; esta ocurre inmediatamente y puede durar semanas hasta meses después
del traumatismo inicial. Las células inmunoldgicas pueden secretar citocinas

proinflamatorias incluyendo interleucina 1 beta (IL-13), interleucina 6 (IL-6) y factor de

necrosis tumoral (TNF-a)) los cuales incrementan la inflamacidn. Este incremento puede
provocar una sobre activacion de la respuesta inflamatoria, produciendo un dafio en el
tejido sano y agrandando el dafio en el sitio de la lesién(Caballero y Nieto

Sampedro.,2005).

A las 24 hrs después de la lesion existe una infiltracién de leucocitos y una
secrecién de citocinas proinflamatorias en el sitio de lesién, los neutréfilos migran al sitio
de lesion y estos llegan desde la circulaciéon por medio de las células endoteliales
vasculares, las cuales ayudan como guia para que lleguen al sitio de lesién. Los neutréfilos
son los encargados de remover los desechos tisulares (Caballero y Nieto Sampedro., 2005)

(figura3).

Cuando la cantidad de neutréfilos decae existe un incremento de células
monociticas en el parénquima de la lesién las cuales después de 72 hrs estds se
diferencian en macréfagos, los cuales ayudan también a eliminar los desechos celulares
por fagocitosis. Cuando son reclutados los macrdéfagos, la microglia es activada por el
TNF—o y por la unién de su ligando al receptor 3 del complemento (CR3) y sus receptores
de manosa. Cuando la microglia es activada esta incrementa los niveles de ATP
extracelular, formacién de radicales libres y la produccion de calcio intracelular (Profyris y

cols., 2004)
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En resumen el efecto exacerbado de la respuesta inmune puede ser modulado

para que este en vez de que tenga un efecto daiiino para el SNC este ayude para su

reparacion (figura3).
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FIGURA 3. MECANISMOS FISIOPATOLOGICO DE UNA LTME. (ACEVEDO GONZALEZ Y COLS., 2008)

Otro efecto que se presenta es la apoptosis provocando muerte celular. Después

de una LTME, la muerte celular es instantdnea ya sea por necrosis, inflamacion, por

rompimiento de la membrana o por apoptosis.

En la apoptosis

las células se condensan y se rompen en pequeiios fragmentos

activando diferentes vias en las cuales se requieren energia y sintesis de proteinas (Oyinbo
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2011). Existen dos vias principales: la via extrinseca y la via intrinseca. La via extrinseca,

después de una LTME es activada por sefiales extracelulares, cuyo factor mas importante

es el TNF a; el cual se acumula en la médula espinal lesionada activando al receptor de Fas
de las neuronas, microglia y oligodendrocitos induciendo una secuencia programada de
activacion de caspasas involucrando a la caspasa 8 como inductora y a las caspasas 3y 6
como efectoras. La via intrinseca, es activada con sefiales intracelulares en las neuronas
después de una LTME donde las altas concentraciones de calcio intracelular producen
dafo a la mitocondria, liberando al citocromo C, iniciando una secuencia programada

alterna de activacion de caspasas (Acevedo Gonzalez y cols., 2008).

Otro evento importante que sucede después de una LTME, es la liberacién de
moléculas inhibitorias del recrecimiento axonal, estas moléculas son propias del SNC en
las cuales incluyen: glicoproteina asociada a la mielina (MAG); Nogo-A y glicoproteinas
asociada a la mielina de oligodendrocitos (OMgp). Estas tres proteinas estan localizadas
principalmente en la lamella de las vainas de mielina, donde pueden hacer contacto
directo con los axones (Profyris y cols., 2004). Ademds de la producciéon de estas
proteinas, se produce un colapsamiento de los conos de crecimiento. El cono de
crecimiento es una estructura motora y sensorial que ayuda a que haya crecimiento de un
nuevo axon, este cono de crecimiento es rico en microtubulos, mitocondria y miosina.
Cuando ocurre una LTME la sintesis de actina disminuye, y los filamentos restantes de
actina empujan a la miosina, provocando asi el colapsamiento de los conos de crecimiento

(Profyris y cols., 2004).

Para finalizar 15 minutos después de la LTME se produce, una hinchazén en la
parte periaxonal, en donde las laminas de la mielina se quedan desnudas y a las 24 hrs se

produce una ruptura axonal, esta ruptura de axones estd seguida por una degeneracién
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Walleriana la cual puede durar desde meses hasta afos después de una LTME, la
degeneracidon Walleriana provoca un daiio axonal induciendo que los axones se separen
de su soma en la neurona, también existe una separaciéon de fibras, fragmentacioén de la
mielina provocando asi que los desechos celulares sean fagocitados por los macréfagos y

la microglia(Profyris y cols., 2004).

Fase cronica:

La fase crénica puede durar desde meses hasta afos después de una LTME. Dentro
de esta fase persisten otros fendmenos, persiste la formacion del quiste en la zona de
lesién, sigue habiendo un infiltrado de células inmunoldgicas (principalmente macréfagos,
linfocitos, entre otras) y también existe residuos de los axones dafiados dentro del drea de

lesion.

Estrategias para favorecer la regeneracion y la
funcion.

La recuperacidn de diversas enfermedades del SNC en vertebrados esta impedida
por la limitada regeneracién tanto de las células perdidas como del crecimiento axonal, asi
como por la falla en el reemplazo de la mielina dafiada y en el restablecimiento de
conexiones neuronales funcionales.

Se han realizado diferentes estrategias para favorecer la regeneracidon axonal como:
Trasplante de tejidos y trasplante de Células.
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Trasplante de tejidos.

Considerando que los axones del SNC crecen libremente en la etapa del desarrollo no
solo se han realizado trasplantes de tejido de medula espinal fetal para remplazar las
neuronas dafiadas; si no que también se han utilizado como puentes para la regeneracion
axonal (Rodriguez y cols., 2004) considerando que pueden secretar factores de
crecimiento y pueden actuar como puentes para la regeneracién axonal. Coumans y cols
realizaron implantes de tejido fetal en un modelo de seccién completa para lograr una

reconexion sindptica y poder mejorar la funcién locomotora (Coumans y cols., 2001).

De acuerdo a la revisidn hecha recientemente los implante en animales neonatos con
este modelo de lesién si lograban una diferencia significativa tanto en la regeneracién
axonal como en la mejoria de la funcion locomotora, pero al compararlo con lo
encontrado en animales adultos no se observé mejoria funcional (Rodriguez y cols.,

2004).

Trasplante de células.

El termino terapia celular (TC) se refiere a cualquier tipo de estrategia que utiliza
células como agente terapéutico. El trasplante neural ha sido usado para reparar la ME
lesionada tanto en la fase aguda como en la crdénica. El uso de trasplantes celulares se ha
presentado como una alternativa positiva para la regeneracion axonal. Se ha utilizado
diferentes tipos celulares como: trasplantes de células de Schwann, trasplante con células
envolventes de glia olfatoria (OEG) y trasplantes de células estromales de medula dsea

(CEMO).
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Trasplantes con células de Schwann.

En el sistema nervioso periférico (SNP) a diferencia del SNC la regeneracion es
eficaz gracias a la presencia de las células de Schwann (Cs).La mayoria de las Cs son
originadas de la cresta neural. Existen dos tipos de células conocidas en la generacién de
las Cs; las primeras son las células Cs progenitoras y las Cs inmaduras; las células Cs
inmaduras comienzan a diferenciarse en dos tipos celulares: primero las Cs pro-mielina
que a su vez se diferenciaran en Cs mielinizadoras alcanzando una relaciéon 1:1 con los

axones y segundo tipo son las Cs no mielinizadoras (Mirsky y cols., 2002)(Figura 4).

Formacion y diferenciacion de las células de Schwann

Célua Schwann
mielinizadora

Células Schwann
pro-mielina

Célula

Célula Schwann Célua Schwann
inmadura no mielinizadora

Célula neural

precursora
de la cresta

Schwann

FIGURA 4. FORMACION Y DIFERENCIACION DE LAS CELULAS DE SCHWANN. DE LAS CELULAS NEURALES DE LA CRESTA SE
PUEDEN FORMAR VARIOS TIPOS CELULARES, DENTRO DE ELLAS ESTA SE PUEDE DIFERENCIAR EN CELULAS PRECURSORAS DE
CELULAS DE SCHWANN; ESTAS A SU VEZ FORMAN A LAS CELULAS DE SCHWANN INMADURAS. CON EL PASO DEL TIEMPO, ESTA
CELULA SE DIVIDIR EN DOS TIPOS CELULARES, 1: EN UNA CELULA PRO-MIELINIZADORA QUE CUANDO MADURA SE FORMA LA
CELULA DE SCHWANN MIELINIZADORA; 2: TAMBIEN SE PUEDE FORMAR UNA CELULA DE SCHWANN NO MIELIONIZADORA.
(MIRsKy Y coLs., 2002)
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Las Cs se han utilizado para realizar trasplantes en diferentes modelos animales ya
gue son capaces de: fagocitar los desechos celulares, producen factores trdéficos
necesarios para la supervivencia de la neurona especialmente Factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF) vy neurotrofina 4/5 (NT4/5), pueden secretar matrices
celulares de moléculas inhibitorias que ayudan al recrecimiento axonal y pueden producir
capas de mielina para envolver a los axones desnudos y aumentar la velocidad de impulso

de las células nerviosas para mejorar su funcionamiento (Rodriguez y cols., 2004).

Corinne Bachelin y cols demostraron que el autotrasplante de Cs cultivadas in vitro
en un modelo de seccién en primates no humanos (PNH) no perdian su efecto potencial
para diferenciarse hacia Cs mielinizadoras; también observaron que solo las Cs ayudaron a
remielinizar a los axones en una fase aguda en los animales tratados (Bachelin y cols.,

2005).

Otro modelo utilizado, son los roedores en donde se ha demostrado que los
implantes de Cs favorecen la remielinizacién y como consecuencia la mejoria de las
funciones motoras en lesiones por contusién y seccion completa (M Zurita y cols., 2007),
(Guest y cols., 1997). También se ha demostrado que combinaciéon con otros materiales
pueden ayudar como guia para el recrecimiento axonal después de una LTME (Oudega y

cols., 2006), (Xu y cols., 1997).

Trasplante con células envolventes de glia olfatoria
(OEG).

La OEG es un tipo de célula glial que esta presente en el sistema olfatorio de los
mamiferos adultos. Se ha demostrado tanto en lesiones agudas como crénicas que las
OEG tienen la capacidad de promover la regeneracién axonal, que ayudan a restaurar la

conduccién axonal después de una LTME (Lim y cols., 2007).
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Ramon-Cueto y cols; demostraron que las OEG ayudaban al recrecimento de
axones sensoriales después de una lesion medular(Ramén-Cueto y cols., 1998); Doucette's
y cols; describieron la sobrevivencia del las OEG después de haberlas trasplantado en
cerebro ( Doucette y cols.,1996). Raisman’s y cols., demostraron la capacidad que tenian
las OEG para mejorar la funcidn locomotora después de una lesién en el tracto

corticoespinal de la medula espinal (Liy cols., 1997).

Se ha dicho que las OEG pueden tener propiedades parecidas de las células de
Schwann y de los astrocitos, los cuales las hacen Unicas. Este tipo celular tiene dos
importantes beneficios: pueden existir tanto dentro como fuera del sistema nervioso
central y pueden estar en constante neurogenesis produciendo neuronas sensitivas tanto

en etapas embrionarias como en etapas adultas en mamiferos (Mackay-sim 2005).

Trasplante de células troncales.

Las células troncales son un tipo un grupo de células que se caracterizan por su
capacidad de auto-renovacién y por responder a sefiales o estimulos generados en el
microambiente donde ese encuentran para poder diferenciarse hacia distintos linajes
celulares con caracteristicas especializadas. Se pueden clasificar de dos maneras (Reina y

cols.,2007):

1. Segun el tejido de origen en células embrionarias o adultas.
2. Segun el potencial de diferenciacidon se pueden clasificar en células totipotenciales,

pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales.

Las células totipotenciales son aquellas células capaces de dar origen a un organismo
completo y a un tejido extraembrionario. Las células troncales pluripotenciales son
capaces de producir todos los tipos celulares presentes en un organismo superior
incluyendo la linea germinal; dentro de las células pluripotenciales podemos encontrar 3
diferentes tipos: las células embriolégicas (ES), células troncales derivadas del epiblasto
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(epiSC) y células embrioldgicas germinales (CEG). Estas células poseen varias
caracteristicas en comun marcadores moleculares (isoenzima de la fosfatasa alcalina;
factor de transcripcion Oct4, alta actividad de la telomerasa) y marcadores de membrana

reconocidos por anticuerpos monoclonales (Giraldo y cols., 2003).

epiblast late embrycy
zygote blastocyst (post-implantation) early foetus

O—> | — Y — - _—
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FIGURA 5. ORIGEN DE LAS CELULAS TRONCALES. LAS CELULAS MADRE SE PUEDEN DIVIDIR EN CUATRO TIPOS; LAS
TOTIPOTENCIALES PROVENIENTES DEL ZIGOTO Y SON LAS CUALES PUEDEN ORIGINAR TODO UN ORGANISMO; LAS CELULAS
PLURIPOTENCIALES LAS CUALES PUEDEN FORMAR LAS CELULAS DE LAS TRES CAPAS ECTODERMICAS. Y EN UN ADULTO
PODEMOS ENCONTRAS CELULAS MADRE LLAMADAS MULTIPOTENCIALES O UNIPOTENCIALES, LAS CUALES SE PUEDEN
DIFERENCIAR EN DIFERENTES TIPOS CELULARES DE TEJIDO ADULTO (WATTY DRISKELL 2010).

Otra linea o células mesenquimales descritas recientemente son las células
multipotenciales, son células de morfologia fibroblastoide. Son capaces de proliferar
indefinidamente in vitro, son derivadas de la medula dsea y tienen la capacidad de dar
origen a diferentes tipos celulares como fibroblastos; células reticulares; adipdcitos;
osteoblastos; condrocitos y células nerviosas. Este tipo celular también se conocen como:
Células del estroma medular, unidades formadoras de colonias fibroblastoides,
precursores estromales o células adultas progenitoras multipotentes o MAPCs (Multi-
Potent Adult Progenitor Cells). En el 2006 la sociedad internacional de terapia celular
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(International Society Cellular Theraphy, ISCT), propuso cinco criterios para definir a las
células mesenquimale: deben de ser adherentes en cultivo, expresar los antigenos (CD73,
CD90 y CD105) pero no los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45, marcadores de
monocitos, macroéfagos, linfocitos B, ser capaces de diferenciarse in vitro, realizar
procesos de auto-renovacion (que una célula hija sea capaz de llevar a cabo procesos de
diferenciacién) y desarrollar plasticidad o diferenciacién hacia tejidos de diferentes capas

embrionarias como ectodermo y endodermo(Andrea y cols., 2007; Dominici y cols., 2006).

Finalmente, las células unipotenciales, tienen un menor potencial de

diferenciacién como las células tallo epidérmicas, encontradas en la capa basal de la piel.

La base de la terapia celular en el sistema nervioso puede estar sustentado en
cuatro estrategias: neuroproteccién, promocidén de un sustrato permisivo para la
regeneracion, remplazo de células neurales (oligodendrocitos, astrocitos y neuronas)y

reconstruccién de estructuras y remielinizacion funcional de axones (oligodendrocitos).

Las células estromales son una de esas alternativas para el tratamiento
experimental de una lesién de medula espinal (contusiones, secciones completas o
isquemia). Las CEMO han (células estromales de medula ésea) han demostrado
regeneracion axonal y mejoria en la funcién locomotora; (Wu vy cols., 2003; Neuhuber y
cols., 2005; Ohta y cols., 2004)(P Lu, Jones, y Tuszynski., 2005).También tienen la
capacidad de formar paquetes de células que sirven como puente en el epicentro de la
LTME (Hofstetter y cols., 2002a; Wu y cols., 2003; X. Chen y cols., 2011; Gu y cols., 2010), y
pueden diferenciarse tanto in vitro como in vivo en neuronas, astrocitos,
oligodendrocitos, células de Schwann y microglia (Chopp y cols., 2000; Woodbury y cols.,

2000).

Vaquero y colaboradores han observado que después de una LTME, el utilizar las
CEMO vy células de Schwann como terapia, beneficiaba no solo porque observaban una

regeneracion axonal, sino que también a diferentes tiempos (hasta 9 meses con
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trasplante) los animales con contusiones severas, llegaban a recuperar la funcidn
locomotora (con una puntuacién de 16 en la escala de BBB) (Vaquero y cols., 2011; Zurita
y cols.,2004; Zurita y cols., 2007; Vaquero y cols.,2009; Vaquero y cols., 2006; Zurita y
cols., 2008; Chiba y cols., 2009).0tros estudios han demostrado que las CEMO dan
cambios positivos al ser utilizadas en enfermedades o dafio al sistema nervioso, al
secretar factores de crecimiento como factor de crecimiento de neural (NGF), factor
neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3), factor de crecimiento
basico de fibroblastos (bFGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF); también pueden secretar citocinas como: interleucina-
6 (IL-6), factor estimulante de colonias 1 (CSF-1) factores de células stem, proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP), factor estimulante de colonias (CSF) y factor
derivado de células estromales (SDF-1) (P Lu, Jones, y Tuszynski 2005; Chen y cols., 2008);
promueven angiogénesis(Chen y cols.,2008), proliferar después de haberlas
trasplantado(Chen y cols., 2008), ayudan a la supervivencia neuronal y disminuyen la

apoptosis.

Otra funcidn importante es el efecto inmunomodulador que tienen las CEMO,
evidenciado al inhibir la proliferacién de la interleucina 2 (IL-2), o la interleucina 5 (IL-5)
cuando es estimulada por las células natural killers (NK). En roedores como en humanos,
las CEMO son capaces de disminuir la regulacidon de ciertos receptores de quimiocinas
(CXCR4, CXCR5 y CCR7) que inhiben la diferenciacion de los monocitos hacia células
dendriticas (Trento y cols.,2010), todo lo cual disminuye el efecto de inflamaciéon y dafio

después de una LTME.

Ademas de las terapias celulares se han realizado otras estrategias para favorecer
la regeneracién axonal como el uso de sustancias promotoras de la regeneracién y el uso

de puentes de nervio periférico.
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Estrategias para favorecer el recrecimiento
axonal a través de puentes.

Se han utilizado diferentes tipos de factores de crecimiento en diferentes tipos de
lesion para la regeneracién axonal, debido que ayudan a la supervivencia neuronal,
modulan el recrecimiento axonal y la plasticidad sindptica y ayudan a la neurotransmision.
Dentro de los factores utilizados se encuentran el factor de crecimiento neural (NGF), el
cual se observo que al inyectar continuamente este factor (exégenamente) después de
una LTME promovia el crecimiento de axones principalmente sensitivos(Jones y cols.,
2001); EI BDNF inyectado después de una LTME favorece el recrecimiento de axones
motores en el epicentro de la lesién (Jin y cols., 2002; Xiao y cols., 2009); el factor
neurotréfico derivado de células gliales (GDNF) estimula el recrecimiento axonal (Bregman
y cols., 2002; Lacroix y Tuszynski., 2000) y las inyecciones de NT-3 después de una LTME
aguda, promueve la regeneracion de axones motores (Jin y cols., 2002; Tobias y cols.,
2003). Estas estrategias se aplicaron mediante con inyecciones exdgenas,
desafortunadamente no mostraron mejoria en la funcién locomotora (Tobias y cols.,

2003; Taylor y cols., 2006; Jones y cols., 2001).

Ademas de los factores neurotroficos se han utilizado otros biomateriales como los
polimeros, matrices como el fibrin glue y sustancias como la condrointinasa ABC. El uso
del fibrin glue ha resultado una estrategia favorable, ya que es un biomaterial compatible
para el SNC y el SNP, en diferentes modelos de lesién, demostrando que promueve el
recrecimiento axonal y puede actuar como matriz en combinacién con diferentes tipos
celulares para promover la regeneraciéon axonal(Shepherd 1994; Grayeli y cols., 2005;
Menovsky y Beek 2001). Los polimeros se han utilizado como estrategia para favorecer el

recrecimiento axonal; en contusiones y en secciones completas se ha observado que
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promueven la regeneracién axonal y la refuncionalizacién, ya que estos originan un
ambiente permisivo para la regeneracion en el sitio de la lesién (Gang y cols., 2010; Olson
y cols., 2009; Harvey 2007; Bakshi y cols., 2004). Por otro lado, el uso la condrointinasa
ABC después de una LTME, y en combinacidon con puentes de nervio periférico, han
demostrado que favorece el recrecimiento axonal, debido que la condrointinasa ABC
inhibe ciertas proteinas que son formadoras de la cicatriz fibroglial, permitiendo asi un
recrecimiento axonal positivo dentro del epicentro de la lesion (Slovinskd, Novotnd, y

Cizkova 2011; Jefferson, Tester, y Howland 2011; Houle y cols., 2006; Tom y cols., 2009).

Injertos de nervio periférico:
Se ha utilizado trasplantes de nervio periférico predegenerado (NPP) como puente

para favorecer la regeneracion axonal y la refuncionalizacién. El NPP tiene beneficios
positivos para la recuperaciéon del SNC después de un LTME como son: actia como
neuroprotector en la médula después de haberlo trasplantado(Guizar-Sahagun y cols.,
1994), ayuda como guia para que los axones crezcan a través del nervio y se puedan
conectar con los axones tanto proximales como distales(Tom y cols., 2009; C6té y cols.,
2011a; Houle y cols., 2006; Evans 2001) y las células de Schwann y macréfagos que se
encuentran en los NPP favorecen el recrecimiento y remielinizacién axonal, por los
factores de crecimiento secretados por estas células(Xu y cols., 1997; Siironen vy
cols.,1994; CHIU 1988; Guest y cols., 1997; Bouhy y cols., 2006; Oudega y cols.,2005;
Oudega y cols.,2006).

Todas la terapias anteriormente sefialadas han demostrado ser una via positiva
para el recrecimiento axonal y refuncionalizacidn del SNC en mamiferos después de haber
sufrido una LTME, aunque no se conoce hasta el momento cual de todas podria
restablecer el funcionamiento total por si misma, por lo que el uso en conjunto de algunas

de ellas se lograra un mayor beneficio para mejorar la funcionalidad de la LTME.
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JUSTIFICACION.

La investigacion biomédica se ha enfocado en los ultimos afios a la LTME tardia y
cronica. Ha sido demostrado en modelos de LTME con seccién parcial o total, la
estimulacion de la regeneracidon del tracto corticoespinal después de trasplantar NPP
dentro de una cavidad, la sobrevida y regeneracién de neuronas rubroespinales un afo
después de la LTME. Los puentes de nervio periférico predegenerado han permitido
recrecimiento axonal a través de su longitud, remielinizacidon de los axones centrales y

emision de colaterales dentro de la ME lesionada del hospedero.

Aunque se ha observado regeneracion, remielinizaciéon y emisiones colaterales, el
trasplante de nervio periférico predegenerado ha sido insuficiente por si solo para
permitir la recuperacién funcional. Por lo tanto en este proyecto de investigacion se busca
la asociacién del trasplante del NPP con células estromales de médula dsea con el objetivo

de promover la regeneracién axonal y recuperacién funcional secundaria.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

1. Las CEMO injertadas rostral y caudalmente al sitio de lesion de medula espinal con
seccion completa de ratas con LTME crénica épermitiran recrecimiento axonal
adicional al obtenido Unicamente con nervio periférico predegenerado
trasplantado en la zona de lesion?

2. Las CEMO injertadas rostral y caudalmente al sitio de lesion de medula espinal con
seccidn completa de ratas con LTME crénica, ¢mejoraran la funcién locomotora
comparada con las trasplantadas Unicamente con nervio periférico
predegenerado?

3. Las CEMO injertadas rostral y caudalmente al sitio de lesién de medula espinal con
seccidn completa de ratas con LTME crénica épermitirdn la remielinizacidon axonal
adicional al obtenido Unicamente con nervio periférico predegenerado

trasplantado en la zona de lesion?
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HIPOTESIS.

Las CEMO injertadas rostral y caudalmente al sitio de lesién de médula espinal con

seccion completa de ratas con LTME crdnica, permitird recrecimiento axonal adicional

tanto proximal como distal comparado con las ratas injertadas Unicamente con nervio

periférico predegenerado, y por lo consiguiente se esperarda mayor mejoria en la funcién

locomotora.

OBJETIVOS.

X/
L X4

X/
L X4

Evaluar el recrecimiento axonal obtenido con las CEMO trasplantadas rostral y
caudal al sitio de lesién de ME con seccidn completa en ratas con LTME crdnica y
compararlo al obtenido Unicamente con nervio periférico predegenerado

trasplantado a la zona de lesién.

Evaluar la remielinizaciéon axonal obtenido con las CEMO trasplantadas rostral y
caudal al sitio de lesién de ME con seccidn completa en ratas con LTME crdnica y
compararlo al obtenido Unicamente con nervio periférico predegenerado

trasplantado a la zona de lesidn.

Evaluar la funcién locomotora del tren posterior obtenido con las CEMO
trasplantadas rostral y caudal al sitio de lesién de ME con seccidon completa en
ratas con LTME crénica y compararlas con el obtenido Unicamente con nervio

periférico predegenerado trasplantado en la zona de lesién.
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DISENO EXPERIMENTAL.

Un mes después

FIGURA 6. DISENO EXPERIMENTAL.
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METODOLOGIA.

Cultivo celular:

Las células estromales de médula 6sea se obtuvieron de ratas donadores machos
adultos Fisher 344, con un peso de 220-250g. Se les administré una sobredosis de
pentobarbital sédico 1ml intraperitoneal (i.p.). Con material quirdrgico estéril se disecaron
las 2 extremidades inferiores del animal (Tibias y Fémures) y se limpiaron los huesos
quitandole la piel y el musculo para evitar contaminar la extraccién de células. Con unas
tijeras finas el hueso se corto sagitalmente, para la extraccién de la médula dsea se
utilizé una micropipeta de 200 pl y esta se deposito en un tubo cénico de 15 ml con
medio de cultivo (Dulbecco’s Modified Eagle MEM®). Ya que se obtuvo la médula dsea,
estd se centrifugo a -42C a 15000 rpm durante 5 minutos para obtener una mezcla
homogénea. Ya obtenida la mezcla, se decanto el sobrenadante del tubo y se resuspendio
nuevamente la pastilla que se forma con 5ml de MEM por las paredes del tubo para evitar
el rompimiento de las células. La médula dsea se separé por medio del gradiente de Ficol
(3ml) centrifugando la muestra a 242C a 2000 rpm durante 30 minutos con paro lento,
esto para que las células se puedan separar y podamos obtener una mezcla lechosa
homogénea de células estromales. Después de los 30 minutos; con una pipeta de 2ml se
retiro todo el medio de cultivo, y en un tubo cénico limpio de 15 ml se le agrego 5 ml de
MEM en donde se agregaron las células obtenidas, la muestra es nuevamente
centrifugada a -42C a 15000 rpm durante 10 minutos. Después se decanto ese medio y se
resuspendié con medio nuevo la pastilla por las paredes con delicadeza para evitar que
las células se rompan. Se cuantifico el total de células obtenidas por medio de la cdmara
de Neubauer, y 9 x10° células nucleadas se sembraran en un frasco de cultivo de 75cm?
(en 5ml de MEM con 20% de suero fetal bovino (FSB), 1ml de L-glutamina, 5ml de HEPES y
1ml de Penicilina Estreptomicina) las cuales se pusieron a crecer a 37°C en una incubadora

water-jacketed con CO%al 5% por dos pasajes, durante una semana.
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La primera semana las CEMOS se diferenciaron a fibroblastos para formar una
monocapa homogénea en el frasco de cultivo, después de la formacién esta capa
homogénea de fibroblastos se resembraron nuevamente células (9 x10° ) con la finalidad

de mantener estas nuevas células una semana en cultivo primario por flotacion.

Citometria de Flujo:

Después de realizar el cultivo las células se extrajeron para realizar la
fenotipificacion de estas mediante Citometria de flujo. Al obtener las células estas se
centrifugaron a 1500rpm durante cinco minutos, después de la centrifugacion la células
fueron tenidas con el anticuerpo primario (Cd117 Millipore; Cd13 santa cruz dilucién
1:100) durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Después se les realiza 2 lavados con Fack’s
Buffer; las células se vuelven a centrifugar a 1500rpm durante cinco minutos; se decantan
y se incuban con el anticuerpo secundario (si es necesario Alexa 488 0 586 1:200) durante
dos horas en oscuridad. Al terminar las incubaciones las células se vuelven a lavar con el
buffer y se centrifugan a 1500 rpm nuevamente se decanta el sobrenadante vy se fijan las
células con paraformaldehido al 4% durante 1 hora. Al finalizar la fijacidn las células se
pueden cuantificar con el citometro y para analizar la poblacién celular se utiliza un

programa Cell Quest-Pro.

Procedimientos quirurgicos:

Seccidon de ME, predegeneracion de nervio periférico, transplante. Se utilizaron
ratas hembras adultas Fisher 344 (8-10 semanas de edad, 200-220 g) en los tres
procedimientos quirurgicos. Bajo anestesia con ketamina 70 mg/kg y Xilazina (10 mg/kg)
todas las ratas se sometieron a secciéon completa de la ME a nivel T9. Después de la
laminectomia y bajo visidn en microscopio quirdrgico, la duramadre se abrid

longitudinalmente sobre la linea media (6mm) de longitud y la ME se corto axialmente con
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tijeras de microcirugia. Posteriormente de suprimir el sangrado la seccion de ME se
inspecciono para asegurarse de que la lesién haya sido completa, se secciono la pia
aracnoides de la porcién anterior de la ME seccionada identificando los dos cabos de la
me completamente separados. A continuacién, se cerré la duramadre con un punto (nylon
nueve ceros), y un fragmento de tejido adiposo subcutaneo se coloco sobre la dura
madre en lo posible la formacion de la cicatriz de tejido fibroconectivo. El musculo y la piel
se cerraron en capas. Después de la cirugia se inyecto 2 ml de solucién salina isotdnica
intraperitoneal para prevenir la deshidrataciéon. Se les dio enrofloxacina (1ml) VO en el
agua para beber los primeros ocho dias después de la cirugia como profilactico. También
se les administro paracetamol (0.2ml) VO como analgésico. El alimento se les coloco sobre
el piso de la caja add livitum. La vejiga fue vaciada manualmente 2 veces por dia cuanto

fuera necesario.

Veintiun dias antes de la cirugia del trasplante, en la porciéon medial y posterior de
los muslos de las ratas donadoras (machos Fisher 344) se prepararon asépticamente. Se
hizo una incision longitudinal y diseccién por planos para identificar el nervio ciatico, el
qgue fue cortado trasversalmente en la porcion cefdlica del muslo. El extremo fue fijado
con un punto de nylon cinco ceros al musculo adyacente. El dia de la cirugia del trasplante,
se reabrié la zona operada para identificar el extremo proximal seccionado del nervio
ciatico disecandose 2cm de longitud. El segmento se corto y coloco en solucién salina

isoténica helada, en donde se mantuvo hasta el momento del trasplante.

La incision dorsal previa se abrid vy la cicatriz fue removida cuidadosamente
principalmente cerca de la dura madre. Después de identificar la incisién dural previa, esta
fue reabierta longitudinalmente. La ME lesionada fue expuesta cuidadosamente para
identificar la zona de la cicatriz con una longitud aproximada de 3 a 4 mm. La ME
macroscopicamente normal fue cortada 1 mm rostral y caudal a los bordes de la cicatriz.
El sangrado se cohibid con un fragmento de Gelfoam impregnado de solucién salina

colocado en el espacio dejado por los mufiones. Las ratas fueron asignadas a los grupos en
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estudio el dia de la cirugia para trasplante conformando los 4 grupos ya mencionados en

el disefio experimental y asignado aleatoriamente.

A las ratas del grupo experimental, ademas de trasplantarle el NPP se les
realizaron 2 inyecciones con 5 ul cada una de medio conteniendo 3X10* CEMO a cada lado
de la ME parasagitalmente con profundidad de 2 mm tanto rostral o caudal al borde del

muién respectivo.

Los animales del grupo 3 se les injerto nervio periférico predegenerado el cual fue
cortado como ya se comento anteriormente para llenar el hueco entre los dos mufiones
(aproximadamente de 5 A 6 mm de longitud). En el grupo 2 control negativo se lleno con
Fibrin Glue. El grupo 1 se procedié a cerrar la dura madre sin manipular la ME. Para
finalizar en todos los grupos se coloco Durafilm por fuera de la Dura Madre sobre la ME y

los injertos.

Anadlisis funcional:

Se utilizo la escala BBB para evaluar la funcion motora del tren posterior de los
animales con LTME. La calificacién de la escala oscila entre cero y 21 puntos donde el

grado O representa la ausencia de movimiento y el grado 21 una marcha normal.

El evaluador de la prueba funcional estuvo cegado al tratamiento al cual los
animales pertenecian con el fin de ver la tendencia de reparacidon funcién todos los
animales se evaluaron a los 8, 15, 35 y 45 dias después de la segunda cirugia (con y sin

trasplantes).
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Inmunofluorescencia con Cd113:
En algunas laminillas se realizé la deteccion de las CEMOS con el marcador Cd13

(Marcador especifico para células mesenquimales). Las laminillas se incubaron con el
anticuerpo primario Cd13 (1:200 santa cruz) durante 24 horas, después de la incubacién
las laminillas se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario Alexa 488
(1:200 santa cruz) durante 4 horas. Después de la incubacion se lavaron con PBS y se
contra tifieron con loduro de Propidio (I.P) durante 1 minuto y se montaron con

VectaShielld.

Técnica histologica

Método de Kluver- Barrera:

En algunas de las laminillas obtenidas se les realizo el método de tincion de Kluver-
Barrera; estas se hidrataron con alcohol al 95%; después se les agrego el colorante Luxo
Fast Blue a 37°C durante toda la noche. Estas se lavan con alcohol al 95% para quitar el
exceso del colorante y después se enjuagan con agua destilada; después se realizan
lavados con Carbonato de litio y se enjuagan con alcohol al 70% y con agua destilada; las
laminillas se vuelven a contrastar con cristal violeta durante 6 minutos y después se
enjuagan con alcohol al 95% y se deshidratan con alcohol absoluto, para finalizar se

montan las laminillas.
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Inmunofluorescencia con Neurofilamento:

En algunas de las laminillas de la medula espinal se les realiz6 una
inmunofluorescencia con el anticuerpo Neurofilamento. Primero las laminillas se
hidrataron con PBS durante 5 minutos, después de la hidratacién se puso la laminilla en
una camara humeda en la cual se les agrego suero normal concentrado (1:200) durante 30
minutos; después de la incubacién se realizo dos lavados con PBS y se pusieron a incubar
con el anticuerpo primario Neurofilamento (1:200 santa cruz) durante 48 hr. Después del
tiempo de incubacién las laminillas se lavaron con PBS (2 lavados) y se pusieron a incubar
con el anticuerpo secundario (Alexa 586 1:200) durante 6 hr. Al término de la incubacion
las laminillas se enjuagaron con PBS y se contrastaron con Hess durante 1 minuto y se

volvieron a enjuagar con PBS. Para finalizar las laminillas se montaron con Vecta shielld.

Inmunofluorescencia con GAP-43, Neuritin y PBM:

Se analizé la regeneracién axonal mediante la expresién de las proteinas Neuritin;
GAP 43 vy la remielinizacién con Proteina Basica de la Mielina (PBM) por medio de
inmunofluorescencia. Todos los animales se anestesiaron y perfundieron con
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.IM, pH 7.4; se realizaron cortes longitudinales
en criostato de 12um de espesor y se montaron en laminillas. Las laminillas se colocaron
en una camara humeda y se rehidrataron con PBS durante 10 minutos. Después, se
incubaron con suero normal concentrado durante 30 minutos; se lavaron con PBS y
posteriormente se incubaron con los anticuerpos primario policlonales (PBM D18;
Neuritin FI-142 y Gap43 H-100 santa cruz) durante 48hr a 42C. Después de los dos dias de
incubacién se lavaron las laminillas con PBS y se pusieron a incubar con el anticuerpo

secundario (Alexa 488 anti rabitt & Anti-Mouse santa cruz) durante 6hr; después se
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lavaron con PBS para quitar el exceso de anticuerpo secundario. Entonces, las laminillas se
contrastaron con loduro de Propidio (IP) durante 12 segundos y se montaron con
vectashiell (vector). Una vez terminado con todo el proceso se les tomo fotografias en un
microscopio de fluorescencia Carl Zeiss. Finalmente las imagenes fueron analizadas con un

programa Image Pro-Plus 5.1.

Analisis de imagenes:

Con el programa Image Pro-Plus 5.1 se analizo las imagenes obtenidas realizando la
cuantificacion del indice de fluorescencia de los objetos brillantes de color verde (positivos
para los tres diferentes marcadores PBM, GAP-43 y Neuritin); la cuantificacion del indice
de fluorescencia en pixeles se realizo tanto en la zona proximal y distal tomando en
cuenta a la zona de trasplante. Al término de la cuantificacidn se realizé las diferentes

pruebas estadisticas que se mencionan a continuacion

Morfologia microscopia electronica:

Por medio de microscopia electrdnica se analizo la mielinizacidn axonal del sitio del

trasplante, tanto a nivel proximal como distalmente.

Se utilizaron tres animales de cada grupo, los cuales se perfundieron con fijador de
Karnovsky (glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido al 2% en soluciéon de Sorens) y
después de la obtencidn del tejido se posfijaron en la misma solucidn 4 hrs a 4 °C; después
se posfijaron en tetradxido de osmio al 1% durante 45 minutos a temperatura ambiente.
El exceso del tetradxido de osmio se quitd mediante dos lavados con agua destilada de
dos minutos cada uno. Se deshidrataron en alcoholes de concentracién creciente (50%,
70%, 95% y 100%) hasta oxido de propileno. Después de la deshidratacion, el tejido se

incluyd en resina sintética de aradita entre 60 O 709C durante varias horas. Ya realizado
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los bloques se hicieron cortes semifinos para localizar la zona a evaluar y posteriormente
cortes finos para ser montados en rejillas de cobre y contrastados con acetato de uranilo y
plomo. Los cortes fueron analizados con el microscopio electrdnico de transmision LEO

906 E para la toma de imdagenes.

Doble marcaje con $-100y Cd117:

En algunas laminillas se realizo una técnica de doble marcaje con
inmunofluorescencia para observar la interaccion de las CEMOS con las células de
Schwann; se utilizaron anticuerpos primarios especificos (S-100 para células de Schwann
1:200; santa cruz) y (Cd117 para CEMOS 1:200; millipore); el procedimiento de las células
es el mismo que fue descrito en la metodologia; después de realizar la incubacién de los
anticuerpos primarios durante 24 horas, las laminillas se lavaron con PBS y se incubaron
con los anticuerpos secundarios (Alexa 488 y 586 1:200 santa cruz) durante 6 horas,

después de la incubacién se lavan nuevamente con PBS y se montan con Vectashielld.

Estadistica:

Para el andlisis descriptivo se utilizd un programa estadistico Graph Prism 4.0 con el
cual se utilizaron medidas de tendencia central y de dispersién, asi como tablas y graficas.
Para el andlisis inferencial se utilizo la prueba ANOVA no paramétrica de andlisis por
rangos de Kruskall-Wallis para determinar diferencias entre grupos, seguida por la prueba
U de Mann-Whitney para identificar entre cuales grupos existié la diferencia. Se

considero estadisticamente significativa con una p>0.05.

Consideraciones éticas:

Para la realizacidon de este proyecto se tomo en cuenta los lineamentos establecidos
por el reglamento de la ley general en materia de investigacién para la salud. (Titulo
séptimo de la investigacién que incluye la utilizacién de animales para experimentacién), y
por las normas oficiales mexicanas NOM-029-Z0O0-1995, NOM-033-Z00-1995, NOM-062-
Z00-1999 b.
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RESULTADOS.

Caracterizacion de las células trasplantadas:

Para verificar que las células trasplantadas fueran células estromales de médula
dsea adultas e indiferenciadas, se realizo una fenotipificacion mediante citometria de flujo
utilizando tres marcadores Cd13, Cd117 (marcadores especificos para células
Mesenquimales adultas) y Cd34 (marcador control especifico para células
hematopoyéticas embrionarias). Estas fueron analizadas con el programa Cell Quest Pro;
en los resultados obtenidos encontramos que para el anticuerpo Cd34 obtuvimos un
10.69% de células positivas de nuestra poblacién; del anticuerpo Cd13 un 80.45% de
células positivas y el anticuerpo Cd117 encontramos solamente un 11.49% de células
positivas; con esto aseguramos que las células utilizadas en el trasplante de NPP+CEMO, la

mayoria fueron CEMOS adultas (Figura 7).
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FIGURA 7. CITOMETRIA DE FLUJO DE LAS CEMO coN Cp34, Cp13 v CD117, EN LOS RECUADROS SE MUESTRAN LAS
POBLACIONES CELULARES. A) POBLACION DE CEMO POSITIVAS PARA CD34 (10.69%); B) POBLACION DE CEMO
POSITIVAS PARA CD13 (80.45%) Y C) POBLACION DE CEMO POSITIVAS PARA CD117 (11.49%).
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FIGURA 8. FOTOMICROGRAFIA DE LAS CELULAS ESTROMALES DE MEDULA OSEA IN VITRO, LAS FLECHAS INDICAN A LAS CEMO
EN SU FORMA INDIFERENCIADA. BARRA DE CALIBRACION 15uM.

Analisis de la funcion locomotora.

Se realizo el andlisis de la funcion locomotora para observar la mejoria de la
locomocién utilizando la escala BBB. En esta prueba a todos los animales de los cuatro
grupos (Control, FG, NPP y NPP+CEMOQS) fueron evaluados durante ocho semanas; los
datos obtenidos se analizaron con un programa estadistico Graph Prism 4. Como se puede
observar en la grafica 2; se muestra una diferencia significativa con una P<0.05 a partir del
dia 15 de evaluacion (Kruskall Wallis) al comparar los grupos FG, NPP y NPP+CEMO contra
el grupo control; al realizar la comparacién entre grupos NPP+CEMO mostrd diferencia
significativa a partir del dia 30 hasta el dia 60 contra FG P<0.05 (Kruskall Wallis/ U-Mann
Whitmey),sin existir diferencia significativa contra NPP ya que los datos presentaron una

tendencia en calificacion en la escala de BBB (5-6).
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Evaluaciéon Locomotora
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GRAFICA 2. ANALISIS DE LA FUNCION LOCOMOTORA EN BASE A LAS ESCALA BBB. SE OBSERVA LA
DIFERENCIAS QUE TUVIERON LOS GRUPOS NPP Y NPP+CEMO AL COMPARALOS CON EL GRUPO
CONTROL CON UNA P<0.05 (*)(KRUSKALL WALLIS), ADEMAS AL COMPARAR LOS GRUPOS TRATADOS,
SOLO EL GRUPO NPP+CEMO PRESENTO DIFERENCIA SIGNIFICATIVA EN COMPARACION CON FG A
PARTIR DEL DIiA 30 P<0.05 (**)(KRUSKALL WALLIS, U-MANN WITNEY), SIN EXISTIR DIFERENCIA ENTRE
LOS GRUPOS CON TRASPLANTE. LA GRAFICA REPRESENTA LA MEDIA +/- ERROR ESTANDAR.

Después de dos meses se realizé la identificacién de las CEMO en el tejido con los
anticuerpos Cd13 y Cd117, con el objetivo de verificar que las células después del tiempo
de tratamiento siguieran en su forma indiferenciada. Observamos que las CEMO se
mantuvieron en su forma indiferenciada encontrandolas cercanas al sitio de trasplante y a

sus zonas adyacentes a esta (proximal y distal) (figura 9).

44 |Pdgina



Efecto del trasplante de células estromales de médula ésea sobre la regeneracion
axonal y mejoria de la funcién locomotora en ratas adultas con seccién completa y
cronica de médula espinal.

FIGURA 9. FOTOMICROGRAFIA DE CELULAS CEMO INMUNOREACTIVAS CON LOS ANTICUERPOS CD13 Y CD117 EN EL
GRUPO NPP+CEMOS DESPUES DE DOS MESES DEL TRASPLANTE, LAS FLECHAS INDICAN ALGUNA CEMO EN SU FORMA
INDIFERENCIADA. A) ZONA PROXIMAL; B) ZONA DISTAL, SE OBSERVAN LAS CEMO INDIFERENCIADAS TENIDAS DE COLOR
ROJO (CD13, FLECHAS) (ALEXA 546); BARRA DE CALIBRACION 15uM. C) ZONA PROXIMAL; D) ZONA DISTAL, SE OBSERVAN
LAS CEMO TENIDAS DE COLOR VERDE, EN SU FORMA INDIFERENCIADA (CD117) (ALEXA 488); EN LAS IMAGENES C Y D LOS
NUCLEOS FUERON CONTRASTADOS CON |ODURO DE PROPIDIO. BARRA DE CALIBRACION 20 UM,
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Con el fin de observar si el trasplante de nervio periférico predegenerado se acoplo
al tejido de la médula espinal se realizo la técnica histoldgica Luxol Fast Blue.

Analisis con Luxol Fast Blue.

Después de dos meses de tratamiento se realizo la técnica histolégica para
observar los cambios en el tejido medular. Se mostré que en los grupos con trasplante de
NPP y NPP+CEMO el trasplante se acoplo con la médula espinal favoreciendo que este
tejido se mantuviera preservado (Figura 10).

FIGURA 10. FOTOMICROGRAFIA DEL ACOPLAMIENTO DE TEJIDO DEL TRASPLANTE EN LA MEDULA ESPINAL TENIDA CON
LuxoL FAST BLUE. A) IMAGEN REPRESENTATIVA DE LA ZONA ALANIZADA PARA EL ACPLAMIENTO DE NPP Y NPP+CEMO
CON LA MEDULA ESPINALGRUPO NPP+CEMOS; B) NPP, SE MUESTRA EL ACOPLAMIENTO DEL TRASPLANTE CON LA
MEDULA; C) NPP+CEMO SE MUESTRA EL ACOPLAMIENTO DEL TRASPLANTE CON LA MEDULA. EL RECUADRO INDICA EL
ACOPLAMIENTO ENTRE LOS TEJIDOS, LAS FLECHAS INDICAN ALGUNAS FIBRAS Y EL ASTERISCO EL TEJIDO DE LA MEDULA. BARRA
DE CALIBRACION 20 pm.
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Después de observar en el tejido que hubo un buen acoplamiento entre el
trasplante y la médula, en estos resultados se observaron algunas fibras. En base a estos
resultados se decidid realizar una técnica con inmunofluorescencia (Neurofilamento) para

ver la presencia de estas fibras en los grupos con trasplante.

Anadlisis de fibras con Neurofilamento.

Al analizar las fibras se encontré que las fibras positivas en los grupos con NPP y
NPP+CEMO cruzaban tanto en la zona préxima, distal y en la zona de trasplante en ambos

grupos (Figura 11).
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ZONA PROXIMAL ZONA DISTAL ZONA DE TRASPLANTE

NPP

NPP+CEMO

FIGURA 11. FOTOMICROGRAFIA DE FIBRAS INMUNOREACTIVAS CON NEUROFILAMENTO EN MEDULA ESPINAL. A) NPP ZONA
PROXIMAL, B) NPP zONA DISTAL, C) ZONA DE TRASPLANTE, SE OBSERVAN FIBRAS POSITIVAS DE COLOR ROJAS (FLECHAS)
(ALEXA 546) D) NPP+CEMO zONA PROXIMAL, E) NPP+CEMO zONA DISTAL, F) NPP+CEMO ZONA DE TRASPLANTE SE
OBSERVAN FIBRAS POSITIVAS DE COLOR ROJO (FLECHAS)(ALEXA 546). LOS NUCLEOS SE TINERON CON HESS. BARRA DE
CALIBRACION 15 pm.

Al observar la presencia de las fibras encontradas con Neurofilamento se realizaron
otras técnicas de marcaje con el fin de identificar el tipo de fibra con anticuerpos
especializados para regeneracién y remielinizacién axonal.
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Regeneracion axonal y remielinizacion axonal:

Se realizo como ya se comento anteriormente mediante inmunofluorescencia la
regeneracion axonal mediante la identificacién de fibras positivas con GAP-43 y Neuritin,
asi como la presencia de conos de crecimiento (Neuritin), y la posible remielinizacién con

PBM.

Andalisis de la inmunoflorescencia con gap-43.

Al analizar la zona proximal de la médula espinal cercana al muidn del sitio de
trasplante con el anticuerpo Gap-43 se observé una mayor cantidad de fibras positivas de
regeneracion en los grupos de tratamiento NPP y NPP+CEMO (panel C y D figura 12) a
diferencia de los grupos Control y FG, donde hubo poca cantidad de estas fibras (Panel A
y B figura 12). Al comparar las fibras positivas encontradas de los grupos de tratamiento
se observaron diferencias en el grosor de estas (panel C y D), sin embargo a pesar de un
mayor numero de fibras en el grupo NPP, viéndose a simple vista fueron muy delgadas a
comparacion de las encontradas en el grupo combinado que se presentaron gruesas y con

ramificaciones.

Ademas se analizo la zona distal pegada al mufién del sitio del trasplante se
observa la misma tendencia observandose mayor cantidad de fibras positivas para Gap-43

en los grupos de NPP y NPP+CEMO a diferencia de los grupos Control y FG (figura 13).
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cronica de médula espinal.

FIGURA 12. FOTOMICROGRAFIA DE FIBRAS INMUNOREACTIVAS A GAP-43, ZONA PROXIMAL DE LA MEDULA ESPINAL, LAS
FLECHAS INDICAN LAS FIBRAS POSITIVAS DE COLOR VERDE (ALEXA 488). A) CONTROL; B) FG; C) NPP, ADEMAS SE
OBSERVO MAYOR CANTIDAD Y DE MORFOLOGIA MAS DELGADA EN COMPARACION DE LOS PANELES A Y B; D) NPP+CEMO,
EN COMPARACION CON NPP LAS FIBRAS FUERON A SIMPLE VISTA MAS GRUESAS PANEL C. BARRA DE CALIBRACION 15uM.
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FIGURA 13. FOTOMICROGRAFIA DE FIBRAS INMUNOREACTIVAS A GAP-43, ZONA DISTAL DE LA MEDULA ESPINAL, LAS
FLECHAS INDICAN LAS FIBRAS POSITIVAS DE COLOR VERDE (ALEXA 488). A) CONTROL; B) FG; C) NPP Y D) NPP+CEMO
PRESENTARON MAYOR CANTIDAD DE FIBRAS POSITIVAS EN COMPARACION AL PANEL A) Y B). BARRA DE CALIBRACION 15umMm.
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cronica de médula espinal.

Al igual que con el anticuerpo GAP-43, se analizo la inmunoreactividad para
observar regeneracién axonal, y presencia de conos de crecimiento con el anticuerpo
Neuritin.

Anadlisis de la inmunoflorescencia con Neuritin.

Durante el analisis se encontré que Unicamente en los grupos de trasplante (NPP,
NPP+CEMO) hubo presencia de conos de crecimiento tanto en la zona proximal como
distal de la médula espinal. Ademas de fibras positivas para dicho anticuerpo, observando
mayor cantidad en los grupos NPP y NPP+CEMO, en comparacién con los grupos Control y
FG, viéndose a simple vista las fibras fueron mas gruesas y ramificadas en el grupo
NPP+CEMO en comparacion las encontradas en el grupo de NPP que son fibras mds

delgadas. (Figuras 14,15)
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FIGURA 14. FOTOMICROGRAFIA DE FIBRAS INMUNOREACTIVAS (FLECHAS AMARILLAS) Y CONOS DE CRECIMIENTO (FLECHAS
ROJAS) CON EL ANTICUERPO NEURITIN, ZONA PROXIMAL DE LA MEDULA ESPINAL POSITIVOS DE COLOR VERDE (ALEXA 488).
A) CONTROL Y B) FG SE OBSERVAN ALGUNA FIBRAS POSITIVAS, BARRA DE CALIBRACION DE 15um; C) NPP Y D)
NPP+CEMO, ADEMAS DE LAS FIBRAS SE OBSERVAN SE OBSERVA LOS CONOS POSITIVOS BARRA DE CALIBRACION 20 pM.

53| Pagina



Efecto del trasplante de células estromales de médula ésea sobre la regeneracion
axonal y mejoria de la funcién locomotora en ratas adultas con seccién completa y
cronica de médula espinal.

FIGURA 15. FOTOMICROGRAFIAS DE FIBRAS INMUNOREACTIVAS CON NEURITIN EN LA ZONA DISTAL DE LA MEDULA ESPINAL, LAS
FLECHAS INDICAN LAS FIBRAS POSITIVAS DE COLOR VERDE (ALEXA 488). A) CONTROL; B) FG; C) NPP Y D) NPP+CEMO st
OBSERVAN MAYOR CANTIDAD DE FIBRAS POSITIVAS EN COMPARACION CON EL PANEL A'Y B, ADEMAS EN EL PANEL D SE OBSERVA A
SIMPLE VISTA MAS GRUESAS QUE LAS DEL PANEL C. BARRA DE CALIBRACION 15uMm.
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cronica de médula espinal.

Anadlisis de la inmunoflorescencia con proteina badsica
de la mielina (PBM).

Ademas de la regeneracién axonal observada con los anticuerpos ya mencionados,
también se realizo un marcaje con PBM para observar si existia remielinizaciéon. Se
observo la presencia de fibras positivas en todos los grupos tanto en las zonas proximal y
distal de la médula espinal. Sin embargo en los grupos de NPP y NPP+CEMO hubo mayor
cantidad de fibras inmunoreactivas positivas en comparacion con los grupos FG y Control.

Existiendo la posibilidad que en los grupos de trasplante pudiese existir una

remielinizacion en ambas zonas (Figura 16y 17).
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FIGURA 16. FOTOMICROGRAFIA DE FIBRAS INMUNOREACTIVAS CON PBM EN LA ZONA PROXIMAL DE LA MEDULA ESPINAL,
LAS FLECHAS INDICAN LAS FIBRAS POSITIVAS DE COLOR VERDE (ALEXA 488). A) CONTROL; B)FG; C) NPP Y D) NPP+CEMO

SE OBSERVA MAYOR CANTIDAD DE FIBRAS POSITIVAS EN COMPARACION CON LOS PANELES A Y B. BARRA DE CALIBRACION 15
UM,
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axonal y mejoria de la funcién locomotora en ratas adultas con seccién completa y
cronica de médula espinal.

FIGURA 17.FOTOMICROGRAFIAS DE FIBRAS INMUNOREACTIVAS CON PBM EN LA ZONA DISTAL DE LA MEDULA ESPINAL, LAS
FLECHAS INDICAN LAS FIBRAS POSITIVAS DE COLOR VERDE (ALEXA 488). A) CONTROL; B) FG; C) NPP Y D) NPP+CEMO SE
OBSERVA MAYOR CANTIDAD DE FIBRAS A COMPARACION DE LOS PANELES A Y B. BARRA DE CALIBRACION 15um.
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cronica de médula espinal.

Con base a los resultados anteriores, se analizaron los tres marcadores en el epicentro de la

lesion con el objetivo de ver si el trasplante permitia la continuidad morfoldgica (figura 18).

GAP-43 Neuritin PBM

NPP

NPP+CEMO

FIGURA 18. FOTOMICROGRAFIA DE FIBRAS INMUNOREACTIVAS DE LOS TRES ANTICUERPOS DE LA ZONA DE TRASPLANTE DE LA
MEDULA ESPINAL, LA FLECHAS INDICAN FIBRAS POSITIVAS PARA GAP-43, NEURITIN Y PBM SEGUN EL CASO (ALEXA 488).
PANELES A); B) Y C) NPP SE OBSERVAN FIBRAS POSITIVAS PARA LOS TRES ANTICUERPOS EN LA ZONA DE TRASPLANTE.
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PANELES D); E) Y F) NPP+CEMO SE OBSERVO EL MISMO NUMERO DE FIBRAS POSITIVAS SIN EMBARO PARA GAP-43 Y
PBM ESTAS FUERON DE MAYOR GROSOR A SIMPLE VISTA. BARRA DE CALIBRACION 15 pum.

Ademas del analisis morfoldgico de las zonas analizadas de la médula espinal, se
realizé la cuantificacion del indicé de fluorescencia de los objetos brillantes positivos
medidos en pixeles para los marcadores de regeneracion (Gap-43 y Neuritin) y para
remielinizacion (PBM). Los datos fueron capturados con el programa Image Pro-Plus 6, y
analizados con un programa estadistico Graphpad Prism 4. Debido a que el andlisis de
normalidad no fue positivo se utilizé la prueba estadistica no paramétrica de Kruskall

Wallis.

Andlisis de la intensidad de florescencia con GAP-43.
En los resultados obtenidos de la intensidad de fluorescencia, se puede observar

en la grafica 3 que todos los grupos FG, NPP y NPP+CEMO, tuvieron mayor cantidad en la
expresiéon del anticuerpo GAP-43 que el grupo control con una diferencia significativa de
P<0.05 (Kruskal Wallis), diferencia no presentada al realizar una comparacién entre los

grupos con tratamiento.
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GRAFICA 3. ANALISIS DEL INDICE DE FLUORESCENCIA PARA EL ANTICUERPO GAP-43 EN LA ZONA
PROXIMAL DE LA MEDULA ESPINAL. SE PRESENTO DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DE LOS GRUPOS FG,
NPP Y NPP+CEMO CONTRA EL CONTROL (*) P<0.05, KRUSKALL WALLIS, RESPECTIVAMENTE.

Al analizar los datos de la zona distal de la médula espinal se observé que todos
los grupos FG, NPP y NPP+CEMO tuvieron una diferencia significativa de P<0.05 (Kruskall
Wallis), en comparacién con el control; y una diferencia significativa de P<0.05 (Kruskall
Wallis, U-Mann Whitney) de los grupos con tratamiento (NPP, NPP+CEMO) contra el

grupo FG, sin encontrar diferencias entre los grupos tratados (Grafica 4).
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GRAFICA 4. ANALISIS DEL iNDICE DE FLUORESCENCIA PARA EL ANTICUERPO GAP-43 EN LA ZONA DISTAL DE LA MEDULA
ESPINAL. SE OBSERVO UNA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DE LOS GRUPOS NPP, NPP+CEMO Y FG CONTRA EL CONTROL
P<0.05 (KRUSKALL WALLIS) (*); ASI COMO AL COMPARAR NPP Y NPP+CEMO CONTRA FG P<0.05 (KRUSKALL WALLIS,
U-MANN WINTNEY) (**).

Anadlisis de la intensidad de florescencia con Neuritin.

En la en la zona proximal se observé que solamente los grupos NPP y NPP+CEMO
tuvieron una diferencia significativa con una P<0.05 (Kruscall Wallis) al compararlos con el
grupo control; al realizar el andlisis entre los grupos solo hubo diferencia significativa de
los grupos de tratamiento (NPP, NPP+CEMOS) al compararlos con el FG con una P<0.05
(Kruscall Wallis, U-Mann Whitney) pero no hubo diferencia entre los grupos de

tratamiento (Grafica 5).
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GRAFICA 5. ANALISIS DE LA INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA PARA EL ANTICUERPO NEURITIN EN LA ZONA PROXIMAL DE LA
MEDULA ESPINAL. SE OBSERVO UNA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DE LOS GRUPOS NPP, NPP+CEMO Y FG CONTRA EL
CONTROL P<0.05 (KRUSKALL WALLIS) (*); Asi coMO AL COMPARAR NPP Y NPP+CEMO CONTRA FG P<0.05 (KRUSKALL
WALLIS, U-MANN WINTNEY) (**) (SD SIN DIFERENCIA.)

En lo que respecta en la zona distal se observo el mismo patrén que en la zona

proximal ya que solo hubo diferencia significativa al comparara los grupos NPP y

NPP+CEMO contra el control y el FG con una de P<0.05 (Kruskal Wallis, U-Mann Whitney);

pero no entre los grupos controles ni los grupos tratados (Grafica 6).
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GRAFICA 6. ANALISIS DE LA INTENSIDAD DE FLORESCENCIA DEL EL ANTICUERPO NEURITIN EN LA ZONA DISTAL DE LA MEDULA
ESPINAL. SOLO SE ENCONTRO DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DE LOS GRUPOS NPP Y NPP+CEMO CONTRA LOS GRUPOS
CONTROLY FG CON UNA P<0.05 (KRUSKALL WALLIS, U-MANN WITHNEY); SIN EXISTIR DIFERENCIA ENTRE ESTOS NI EN LOS
GRUPOS TRATADOS P> 0.05 (KRUSKALL WALLIS, U-MANN WITHNEY).

Anadlisis de la intensidad de la florescencia con
proteina basica de la mielina.

De lo que se refiere al analisis de la PBM de la zona proximal, se observd una
diferencia significativa al comparara los grupos FG, NPP y NPP+CEMO con el grupo Control
con una P<0.05 (Kruskal Wallis). A si mismo, los grupos NPP y NPP+CEMO comparados
contra el FG con una P<0.05(Kruskall Wallis, U-mann Withney), sin existir diferencias

significativa entre estos (Grafica 7).
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GRAFICA 7. ANALISIS DEL INDICE DE FLUORESCENCIA PARA EL ANTICUERPO PBM EN LA ZONA PROXIMAL. EL (*) INDICA LA
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DEL GRUPO NPP CONTRA LOS CONTROLES (CONTROL Y EL FG) (P<0.05); EL (**) INDICA LA
DIFERENCIA DEL GRUPO NPP+CEMO AL COMPARARLO CON LOS GRUPOS CONTROLES (CONTROL Y EL FG) (P<0.05).

Al analizar la zona distal como se observa en la grafica 8, se encontré una
diferencia significativa al comparar los grupos FG, NPP y NPP+CEMO contra el grupo
Control con una P<0.05 (Kruscall Wallis), y de los grupos NPP y NPP+CEMO hubo una al
diferencia significativa contra el grupo de FG p<0.05 (Kruskall Wallis, U-Mann Withney), y
entre estos p<0.05 (Kruskall Wallis, U-Mann Witney).
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GRAFICA 8. ANALISIS DEL INDICE DE FLUORESCENCIA DEL EL ANTICUERPO PBM EN LA ZONA DISTAL DE LA MEDULA ESPINAL.
SE OBSERVO UNA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DE LOS GRUPOS NPP, NPP+CEMO Y FG CONTRA EL CONTROL P<0.05
(KRUSKALL WALLIS) (*); AsI COMO AL COMPARAR NPP Y NPP+CEMO CONTRA FG P<0.05 (KRUSKALL WALLIS, U-MANN
WINTNEY) (**) Y ENTRE ESTOS P<0.05 (KRUSKALL WALLIS, U-MANN WINTNEY) (**%*).

Con los resultados mostrados anteriormente, pudimos observar que las fibras
encontradas fueron de regeneracién axonal ademas de fibras positivas para PBM, por lo
tanto se realizo un estudio de microscopia electrénica para saber si la mielina de los
grupos trasplantados fue preservada ademas de identificar los tipos celulares implicados.
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Analisis de microscopia electronica.

Mielinizacion:

Se realizo un andlisis de microscopia electrénica para observar tanto las
estructuras morfoldgicas, asi como también la mielinizacién de los axones en los
diferentes grupos después de los dos meses de tratamiento. Como se puede observar en
la figura 19; en los grupos de tratamiento (NPP, NPP+CEMOS) Ila mielina de los axones
encontrados se veia mejor conservada y bien definida a comparacidn de los axones de los
grupos Control y FG donde la mielina se veia destruida; también a diferencia de todos los
grupos en el grupo con trasplante de NPP+CEMOS se observaron formacién de nuevos

axones.

FIGURA 19. FOTOMICROGRAFIA ELECTRONICA DE MEDULA ESPINAL. A) CONTROL AXONES DESMIELINIZADOS Y EN PROCESOS
DE DESMIELINIZACION (”) (1600X). B) FG AXONES DANADOS (*), (1600X). C) NPP AXONES MIELINIZADOS (*), UN
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MACROFAGO CERCANO A UN AXON DANADO (MA) Y AXONES DANADOS (*) (1600X). D) NPP+CEMOS AXONES
MIELINIZADOS (*), AXONES DE NUEVA FORMACION (**), ALGUNOS AXONES DANADOS () Y UNA CELULA DE SCHWANN
JUNTO A UN AXON (SH) Y UNA CEMO JUNTO A UNA CELULAS DE SCHWANN (C) (1600X). LAS IMAGENES FUERON
TOMADAS CON UN MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION LEO 906 E. BARRA DE CALIBRACION 20 M.

En el grupo con trasplante de NPP se observaron algunas células de Schwann
envolviendo a su axdn mielinizado cercanas al sitio de trasplante, ademds de que también
se observd algunas células gliales como astrocitos y microglia cercanos a los axones
desmielinizados (figura 20); en el grupo de NPP+CEMOS pudimos observar que cerca del
sitio de trasplante en donde se encontraron los axones mielinizados, estaban las células
de Schwann y las CEMO, ademas de la interaccién de estas ultimas con otros tipos
celulares como astrocitos y macréfagos, también se encontraron células de la microglia

cercanas al sitio de trasplante(figura 21).

FIGURA 20. FOTOMICROGRAFIA ELECTRONICA DE MEDULA ESPINAL, GRUPO CON TRASPLANTE NPP. A) INTERACCION DE
LAS CELULAS DE SCHWANN (SH) ENVOLVIENDO A SU AXON MIELINIZADOS (*), TAMBIEN PODEMOS OBSERVAR UN
OLIGODENDROCITO (OL) JUNTO A UN AXON Y UN MACROFAGO (MA) (1600X). B) OBSERVAMOS UN ASTROCITO (AS)
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CERCANA A AXONES DESMIELINIZADOS (") Y UN AXON MIELINIZADO (*) (1600X). LAS IMAGENES FUERON TOMADAS CON UN
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION LEO 906 E. BARRA DE CALIBRACION 15 pM.

FIGURA 21. FOTOMICROGRAFIA ELECTRONICA DE MEDULA ESPINAL DEL GRUPO CON TRASPLANTE DE NPP+CEMO. A)
INTERACCION ENTRE LAS CELULAS DE SCHWANN (SH) Y LAs CEMO (C) JUNTO A AXONES MIELINIZADOS (*) (4646X),
BARRA DE CALIBRACION 20uM. B) INTERACCION DE LAS CELULAS CEMO (C) CON UN OLIGODENDROCITO (OL) Y UNA
MICROGLIA (MI), (3500X) BARRA DE CALIBRACION 15um. C) INTERACCION DE LAS CELULAS CEMO (C) CON UN

ASTROCITO (AS) (3500X), BARRA DE CALIBRACION 20uM. LAS IMAGENES FUERON TOMADAS CON UN MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE TRANSMISION LEO 906 E.
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Con estos resultados pudimos observar que en los grupos con trasplante los
axones se encontraban mielinizados, ademas se encontrd que en el grupo con NPP+CEMO
las células estromales de médula ésea se encontraban muy cercanas a células de Schwann
junto a los axones, se realizé un doble marcaje con S-100 y Cd117 para observar si existia
una interaccidon entre estas. Los resultados obtenidos en el grupo con NPP+CEMO
encontramos que las CEMO vy las células de Schwann interactuaban juntas (figura 22).

FIGURA 22. FOTOMICROGRAFIA DE CELULAS INMUNOREACTIVAS POSITIVAS PARA  S-100 Y CD13 EN EL GRUPO
NPP+CEMO. SE OBSERVAN LAS CELULAS DE SCHWANN POSITIVAS DE COLOR VERDE (FLECHAS AMARILLAS) (ALEXA 488), Y
LA INTERACCION CON LAS CELULAS CEMO TENIDAS DE COLOR ROJO (FLECHAS AMARILLAS) (ALEXA 546) CERCANAS A
AXONES (ESTRELLAS). BARRA DE CALIBRACION 20 pM.
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DISCUSION:

Se sabe que la capacidad regenerativa del tejido del SNC en mamiferos adultos es
muy limitada como se evidencia en diferentes patologias como la enfermedad vascular
cerebral isquémica o el traumatismo craneoencefdlico. La lesidn traumdtica de médula
espinal, induce un dafio permanente en las vias ascendentes y descendentes provocando
pardlisis (Quertainmont y cols. 2012). En este caso, promover una terapia exitosa para
favorecer la regeneracién axonal y mejorar la funcién neuroldgica, es el objetivo de

muchos investigadores.

En este estudio la terapia propuesta para promover la regeneracién axonal fue el
uso de NPP con CEMO, debido a que ambos separados 6 como complemento de otras
terapias han demostrado tener un efecto benéfico y neuroprotector después de la lesion
al promover la regeneracidon axonal(Zuritay cols., 2004; Co6té y cols., 2011b; Akiyama y
cols., 2002). Ya que los dos son capaces de inducir la produccion de BDNF y NT-3 los
mismos que pueden activar a proteinas relacionadas con la regeneracidon axonal como
GAP-43 y Neuritin(Song y cols., 2008; Novikova y cols., 2011; Di Giovanni y cols.,2005;
Kobayashi y cols.,1997).

A pesar de que estos son capaces de promover la regeneracién axonal, esta puede
no ser funcional por lo que decidimos realizar una evaluacidén motora en la cual se observo
gue los grupos de tratamiento (NPP, NPP+CEMO) se presento una mayor calificacion.
Siendo para un modelo de seccion completa la calificacién promedio en la escala de BBB
es de 4 (Yoshida y cols.,2012), los animales con NPP+CEMO en este estudio presentaron
una calificacion de 6, pudiendo seguir esta tendencia o aumentar si el estudio se

postergara hasta un afo, ya que en estudios de contusidn los animales con trasplante de
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CEMO al aio llegan a tener una calificacién de 13 (Vaquero y cols.,2009). Cabe mencionar
que el grupo de NPP y FG presentaron una tendencia a la mejoria, sin embargo fue menor

a la encontrada en el grupo de NPP+CEMO.

Uno de los factores que pueden permitir la recuperacién motora funcional es la
extension de fibras nerviosas por lo que se realizo el andlisis morfolégico con
Neurofilamento, con lo cual observamos la presencia de fibras del sitio de trasplante a la
médula espinal, siendo estas fibras en mayor numero y positivas para GAP-43 y Neuritin

en el grupo NPP+CEMO.

Al analizar la regeneracién axonal (crecimiento axonal) por la expresién de GAP-
43 y Neuritin, se observd que el trasplante de NPP y NPP+CEMO produjo de manera
significativa mayor crecimiento axonal mostrado por el nimero de fibras positivas, con
mayor intensidad de fluorescencia con GAP-43 comparado con los grupos testigo (figura
12, 13), lo que concuerda con lo publicado por algunos autores. En diversos estudios se ha
correlacionado la expresion de la proteina GAP-43 con regeneracion axonal, ya que se han
observado fibras inmunoreactivas a esta proteina después del trasplante de CEMO o de
nervio periférico en modelos de hemiseccion y axotomia (Yuan y cols., 2009; Neuhuber y
cols., 2005; Plunet y cols., 2002). Gap 43 es una proteina intracelular asociada al
crecimiento, que es fosforilada por la proteina-cinasa C, la cual, al ser fosforilada se una a
los filamentos de actina directamente (por cada molécula de Gap-43 se unen 27 moléculas
de actina); esta union promueve la extensién del filopodio, induciendo el desarrollo de los
conos de crecimiento; ademas también se asocia con proteinas de la familia Ras y Rho,
promoviendo asi el desarrollo neuronal (Denny 2006). Se sabe que después de una LTME
puede existir la expresién de esta proteina para tratar de promover el crecimiento axonal,
por la presencia de algunas células que hayan sobrevivido a los eventos secundarios

después de la lesion (Storer 2003) promoviendo asi un crecimiento axonal, sin embargo no
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se ha correlacionado la expresién de esta proteina provenientes de las células con una
regeneracion funcional. Las pocas fibras encontradas en el grupo de FG puede ser debido
a que este puede preservar la arquitectura normal del tejido, se ha observado que no
actua como una barrera para la regeneracién por la formacién de la matriz, promoviendo
asi que en la zona de lesidn las fibras puedan conectarse nuevamente(Sameem vy cols.,
2011), debido a que el FG es capaz de formar un coagulo estable al activar a la trombina la
cual se une al fibrégeno para polimerizar a los monémeros de fibrina formando una matriz

(Tse y Ko., 2012).

La diferencia que existe entre este grupo y los trasplantados es que existe la
presencia de factores endégenos como factores de crecimiento BDNF el cual se ha visto
que promueve que haya mayor expresién de la proteina GAP-43 induciendo a un mayor
crecimiento axonal (Kobayashi y cols., 1997). Las neurotrofinas posen diferentes funciones
para promover la regeneracién axonal de neuronas lesionadas, ademas de dar proteccién
a neuronas y células gliales. Factores como el BDNF y NT-3 se han visto implicados en la
mejoria después de una LTME. La utilizacién de estos factores en diferentes modelos de
lesion, promueven a que el microambiente sea mejor ayudando tanto en la regeneracién
axonal, plasticidad, crecimiento de axones corticoespinales y promueven la supervivencia

neuronal (lkeda y cols., 2002; Geng y cols., 2004; Park y Poo., 2013).

Otro marcador que nos llevo a identificar la regeneracidén axonal fue Neuritin, el
cual se encontré inmunoreactividad en los grupos con trasplante NPP y NPP+CEMO (figura
15), ademads de observar la presencia de conos de crecimiento Unicamente en los grupos
trasplantados (figura 14). Con respecto a este marcador no existen publicaciones en
modelos de seccién completa; sin embargo, Sarah Busch y cols., (2010) han asociado la
presencia de conos de crecimiento con regeneracién de axones sensoriales en un modelo

de compresion de médula espinal (Busch y cols. 2010). Por lo que para saber si en este
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estudio se puede correlacionar la presencia de conos con regeneracion funcional valdria la
pena realizar un estudio de potenciales evocados somato sensoriales posteriormente. La
importancia de utilizar el Neuritin como marcador se debe a que es una proteina
glicosilada-fosfatidil-inositol, la cual es inducida por la actividad neural de las
neurotrofinas BDNF y NT-3. Se sabe que el Neuritin esta implicado en el crecimiento de las
neuritas, ademads de que participa en la plasticidad neuronal (Di Giovanni y cols. 2005). En
este estudio al observar la presencia de Neuritin podemos deducir que el trasplante de
NNP y NPP+CEMO favorecen el crecimiento de las neuritas y la posibilidad de desarrollar
plasticidad neuronal por la accién de la secrecidén de factores de crecimiento BDNF y NT-3
las cuales estdn implicadas en la activacion del Neuritin(Di Giovanni, Faden, y cols., 2005;

Hawryluk y cols., 2012; Naeve y cols., 1997).

Se ha visto que el utilizar CEMO favorecen la regeneracion axonal y la
remielinizacion en diferente modelos de lesidon. En el caso de remielinizacién, los
resultados del presente trabajo, muestran mayor numero de axones mielinizados
analizados con PBM en los grupos trasplantados, especialmente en el segmento distal de
la medula espinal a favor del grupo NPP+CEMO (figura 17), coincidiendo con lo reportado
con Hu y cols (2012), quienes demostraron en un modelo de contusién, inmunizando a los
animales con proteina basica de la mielina, lo que favorecié la produccién de
oligodendrocitos, y una mayor cantidad de axones mielinizados (Hu y cols., 2012).
Resultados que se pudieron corroborar con el estudio de microscopia electrénica ya que
se pudieron observar en el grupo de NPP+CEMO mayor cantidad de axones mielinizados
(figura 20), siendo estos mas robustos y con ramificaciones (figura 22), esto pudiese ser
debido a que las CEMO son capaces de diferenciarse a células de tipo mielinizador,
coincidiedo con los estudios de Akiyama y cols (2002) quienes observaron que estas
ayudaban a la mielinizacion de los axones desnudos, mejorando el impulso nervioso

(Akiyama y cols., 2002). Con lo anterior se propone que las CEMO se diferencian a células
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de tipo mielinizador, ademas de que, conjuntamente con las células de Schwann
provenientes del NPP ayuden a que exista una mejor mielinizacién de los axones
regenerados como lo demostrd Hieu y cols (2002), en un modelo de hemicordotomia, en
donde después de trasplantar NPP, los axones se encontraban mielinizados por la accién

de las células de Schwann.(Hieu y cols. 2002).

Se ha demostrado en el estudio, que una propuesta es el utilizar una terapia
combinada, muchos investigadores se han dado a la tarea de predecir porque es mejor la
utilizacién de terapias combinadas para el mejoramiento después de una LTME, ya que
han visto que al utilizar dichas terapias aumentan factores los cuales pueden promover un
mejor microambiente permisible tanto para la regeneracién axonal, remielinizacion y
mejoria de la funcién locomotora en diferentes modelos animales (Kadoya y cols., 2009;
Tom y cols., 2009; Paul Lu y cols., 2004; Garcia-Alias y cols.,2011). Por lo tanto se propone
gue el tratamiento combinado de NPP+CEMO es una estrategia terapéutica que reune los
beneficios de las células CEMO junto con los beneficios del NPP, funcionando asi como
una alternativa terapéutica mas eficaz para la regeneracion, remielinizaciéon y mejoria de

la funcién locomotora.
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CONCLUSIONES.

v

v

v

v

El trasplante combinado de NPP+CEMOS, es una estrategia que favorecié mayor
regeneraciéon axonal, aumentando el numero de fibras positivas y conos de
crecimiento.

Estos resultados reflejaron una mejoria motora al tiempo evaluacién pero
insuficiente, por lo que es necesario mas tiempo se seguimiento, para que las
modificaciones en el tejido implantado  generen cambios estructurales que
reflejen una mejoria funcional.

Se cree que el tratamiento combinado favorece una mejor mielinizacién, debido a
la interaccion de las CEMO mas las células de Schwann provenientes del NPP.

Se demostrd que el utilizar una terapia combinada es una estrategia favorable, ya

que se promueve un microambiente dptimo para su mejoria.

PERSPECTIVAS.

>

Evaluar el efecto del trasplante de NPP+CEMOS sobre la regeneracién y la
remielinizacion a diferentes tiempos (2, 4 y 6 meses) en ratas con seccion
completa y créonica de médula espinal.

Evaluar el efecto del trasplante de NPP+CEMOS+coindrintinasa ABC sobre Ia
regeneracion axonal y la remielinizacién a diferentes tiempos (2, 4 y 6 meses) en
ratas con seccién completa y crénica de medula espinal.

Analizar la funcién locomotora en ratas con seccién completa con trasplante de
NPP+CEMOS y NPP+CEMOS+Coindrintinasa ABC a diferentes tiempos (2, 4 y 6
meses).

Observar la diferenciacion de las CEMO después del trasplante a diferentes
tiempos (2, 4 y 6 meses) en ratas con seccion completa y crénica de medula
espinal.

Observar el efecto inmunomodulador de las CEMO a diferentes tiempos en ratas
con seccién completa y créonica de médula espinal.
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