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1. INTRODUCCION

1.1. CELULA DE SCHWANN

Las células de Schwann (CS) forman parte del tejido glial del sistema nervioso
periférico (SNP). Forman parte tanto de las fibras mielinicas que presentan un mayor

calibre como de las fibras amielinicas de menor diametro.

1.1.1. Origen embrionario de las CS

Las CS tienen un origen ectodérmico originandose en la cresta neural formada a
partir de la placa neural. En dicha placa inicialmente tiene lugar una invaginacién del
ectodermo dorsal dando lugar a la hendidura o surco neural y a unos pliegues neurales
alrededor de ella. En la parte mds interna de los pliegues se localizan las células que
dardn lugar a la cresta neural. Los pliegues del surco se cierran dando lugar al tubo
neural (1). El proceso de desarrollo estd regulado por diferentes factores ambientales.
Asi en primer lugar, a partir de la cresta neural se desarrollaran los precursores de las
CS, posteriormente las CS inmaduras y finalmente se producira la diferenciacion de las

mismas en mielinicas y amielinicas que envolveran los axones del SNP (2, 3,4)

1.1.2. Morfologia de las CS

La CS adulta es una célula aplanada que presenta un nicleo oval alargado y
heterocromatico con un citoplasma pequefio en el que se puede visualizar el aparato de
Golgi, reticulo endopldsmico rugoso y mitocondrias a su alrededor, asi como
lisosomas. Sus filamentos intermedios estin formados por una proteina fibrosa llamada
vimentina y en la periferia hay vesiculas desnudas y rodeadas de claritrina cuya funcién
es aislar a la célula del tejido endoneural y cubre dreas superpuestas de las ldminas de la
vaina de mielina. La membrana posee canales i6nicos dependientes de voltaje y de
ligando que secretan neurregulina y citocinas. Estas sustancias actian sobre el didmetro
del axén y en diferentes procesos como son la fosforilacion oxidativa de los
neurofilamentos axdnicos, en el transporte axonal, en la expresion de proteinas y en la
apoptosis de las propias CS (5,6).

Las CS mielinicas se organizan en una fina capa entorno a la mielina que rodea al
ax6n dando lugar a lo que se conoce como vaina de Schwann. Clasicamente se
consideraba que la mielina y la CS eran dos estructuras diferentes, pero en la actualidad

al visualizarlas a través del microscopio electrénico se ha podido comprobar que la



mielina forma parte de la membrana superficial de la célula encontrandose enrollada en
forma de espiral. La vaina de mielina y la vaina de Schwann estan interrumpidas,
presentando unos intervalos regulares que son los nédulos de Ranvier. En estos puntos
el axén se encuentra practicamente descubierto, inicamente se encuentra envuelto por
expansiones procedentes de las CS. Entre dos nédulos se encuentra una CS con su
correspondiente mielina. (7)

Entre las ldminas de mielina enrolladas entorno al ax6n se forman unos espacios con

pequeia cantidad de citoplasma y mielina denominados:

- Collarete interno de citoplasma de la CS cuando se encuentra entre el axén y la
mielina.

- Hendidura de Schmidt-Lantermann ubicados entre laminillas sucesivas de
mielina con forma de cono a cada lado del segmento internodal. En este
citoplasma se pueden observar mitocondrias, lisosomas, microtibulos y cuerpos
densos. El niimero de hendiduras es directamente proporcional al grosor del
axon (8).

Las neuronas amiélinicas se encuentran en unas invaginaciones o surcos,

encontrandose también envueltas por CS, alargadas y colocadas paralelamente al axén.
No contienen mielina ni nédulos de Ranvier (8). Entre la membrana del axén y la CS se

forma una hendidura denominada mesaxén (6).

1.1.3. Funciones de las CS

CS son necesarias para una 6ptima funcién del SNP, proporcionan un soporte
estructural y tréfico siendo ambos necesarios para el desarrollo y mantenimiento de las
neuronas y de la funcionalidad de dicho sistema, asi en los axones mielinicos llevan a
cabo una aceleracion del impulso nervioso (2). La funcién principal de las CS es la
envoltura de los axones de los nervios periféricos y ante una lesion juegan un papel
fundamental creando un microambiente adecuado para la regeneracion de los mismos,
interviniendo en la formacién de mielina y segregando componentes que forman parte
de la lamina basal, integrinas y lamininas, etc., que actdan estimulando el crecimiento
axonal y neutralizando las influencias inhibitorias. Ademds segregan factores
neuroprotectores, tréficos y neurotréficos, los mas importantes son los pertenecientes a
la familia de las neurotrofinas. En este grupo se encuentra el factor de crecimiento
nervioso (NGF), factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico
derivado de la glia (GDNF), factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor inhibidor de

leucemia (LIF), factor de crecimiento glial (GGF), el factor de crecimiento de



fibroblastos (FGF), la interleucina 6 y la neurotrofina 3-4/5 (NT 3-4/5). Ejercen su
funcién sobre la actividad neuronal, durante la vida embrionaria inducen el desarrollo y
la maduracién, mientras que en el adulto promueven el mantenimiento de la actividad,
asi como la regeneracion del nervio tras una lesion, favoreciendo la proliferacion,

crecimiento y supervivencia del mismo (9,10,11,12) :

- NGEF: se encuentra en bajas concentraciones en el nervio normal. En el
proceso de degeneracion walleriana aumenta su sintesis tanto en el cuerpo
como en el soma de las neuronas motoras y en las CS (13).

- BDNEF: gjerce su funcién en el proceso de regeneracion, mediado por la
tirosina kinasa. Sus niveles aumentan ante una lesién axonal y es necesario
tanto para la regeneracion como para la mielinizacion (14).

- CNTF: se expresa no s6lo en las CS del SNP sino que también lo hace en el
sistema nervioso central (SNC) y en el musculo esquelético (15).

- GDNEF: estd disminuido en las CS denervadas cronicamente. Actda en la
supervivencia de la neurona (16).

- NT: actian en la supervivencia y en la regeneracién neuronal (17).

- Las neurregulinas son necesarias en el axén ya que son las responsables de
la proliferacion de las CS durante la regeneracion y la mielinizacion del
mismo. Ejercen su funcién a través de la interaccidn con los receptores
ErbB. También se encuentran en las uniones neuromusculares donde ayudan
a la diferenciacion de las fibras musculares y en el SNC donde influyen en el

desarrollo de astrocitos y oligodendrocitos (18).

El ax6n y la CS desarrollan sus funciones de una forma reciproca mediante la
liberacion de diferentes marcadores. Asi el ax6n determinard que una CS se diferencie
como mielinica o amielinica. Otra de las funciones esenciales de las CS es intervenir en

la regeneracion nerviosa tras una lesion.

1.1.4. Composicion de la mielina
La mielina estd formada principalmente por (6):
- Lipidos complejos (75%)
- Proteinas (20-25%): proteina bdsica de la mielina, proteina
mielinica periférica 22, proteina 0, proteinas de enlace

(conexina), cadherina F y la glucoproteina asociada a la mielina.
4



1.2. REGENERACION AXONAL

1.2.1. Degeneracion-regeneracion axonal

Existen diferentes tipos de lesién axonal, cuanto mayor sea la distancia entre el
soma y la lesion, existird menor capacidad de regeneracion.

Asi tras una lesion nerviosa, por ejemplo tras una seccion del nervio, en el extremo
proximal tiene lugar lo que se conoce como degeneracion retrograda mientras que en
el distal ocurre un fenémeno denominado Degeneraciéon Walleriana, las células que
fundamentalmente se encargan de dicho proceso son las CS. Presentan una serie de
cambios reactivos tanto a nivel molecular como celular.

e Degeneracion retrograda: entre las 12 y las 24 horas después de la lesion se
produce una dilatacién y edema del axén, formando unas estructuras en
forma de bulbo que contienen gran cantidad de filamentos y de organelas.
En el citoplasma se desorganizan los granulos de Nissl, a este proceso se le
denomina cromatolisis y tienen lugar la migracion del nicleo hacia la
periferia de la célula (19).

e Degeneracion Walleriana: las CS estdn encargadas de eliminar junto a los
macré6fagos los detritus mielinicos y celulares. Ademds sufren una
desdiferenciacidn, transformandose en CS amielinicas por activacion del
receptor erbB2/3 y proliferando, dando lugar a las bandas de Biingner que
proporcionan una guia para el crecimiento del extremo lesionado.
Finalmente se rediferencian y, en su caso mielinizan el axén regenerado
produciendo la secrecion de los diferentes factores mencionados
anteriormente que ayudan a reparar el dafio del nervio. Ademads se secretan
tanto por CS como por macréfagos citoquinas, el factor alfa de necrosis

tumoral y la interleukina alfa (3,9,20,21).

La proliferacion de las CS ocurre durante unas 3 semanas, pudiendo aumentar hasta
en 10 veces la poblacién inicial. Se ordenan en forma lineal sobre la 1dmina basal y los
axones regenerados se invaginan en el interior de los tubos formados por las CS
volviéndose a mielinizar. El crecimiento de los brotes del axén en proceso de
regeneracion presenta una velocidad de crecimiento de unos 3-4 milimetros por dia

(19).



1.3. CULTIVO DE CS. APLICACION CLINICA

1.3.1. Cultivo celular. Repaso historico.

Entre 1880 y 1910 tienen lugar los primeros ensayos de supervivencia de las células
fuera de organismos enteros llevados a cabo por Roux, Haberlandt, etc. (22)

El primer cultivo celular fue llevado a cabo por Ross Harrison en 1907, quien
demostré las condiciones necesarias para el mantenimiento de los nervios procedentes
de embriones de rana y observo la elongacién de sus fibras nerviosas (23).

Posteriormente Carrel en 1912, demostré empleando embriones de pollo que las
condiciones de asepsia eran necesarias para mantener la vida de los cultivos celulares
(24).

El empleo de antibidtico en los afios 40 aumentd la supervivencia celular en los
cultivos, en la década de los 50 se empezaron a usar medios definidos, por ejemplo los
de Morgan en 1950 y Eagle en 1955. En la década posterior se emplearon medios
libres de suero, para en los afios 70 utilizar medios libres de suero de hormonas y
factores de crecimiento (25).

La aparicién de la tecnologia del DNA recombinante permitié que Kholer y
Milstein en 1975 crearan hibridomas celulares que eran capaces de producir un
anticuerpo determinado que fue utilizado para el diagndstico, tratamiento y sobre todo
en el &mbito de la investigacion (26).

En 1998 fueron publicados los primeros estudios sobre células madre, en los que se
describia su cardcter pluripotencial para dar lugar a células procedentes de diferentes
capas embrionarias. Estas células fueron obtenidas in vitro a partir de blastocistos

humanos y expresaban marcadores de superficie especificos (27).

1.3.2. Factores de crecimiento celular. Funciones in vivo e in vitro

Los factores de crecimiento (FC) se unen a unos receptores glicoproteicos de
membrana y tiene lugar el inicio de la transduccion de la sefial. Se encargan de regular
procesos como la induccién embrionaria, la diferenciacion, la muerte y la motilidad
celular (28).

Actualmente estudios investigan nuevas aplicaciones de los FC en los cultivos

celulares y con ello su empleo en el tratamiento de diversas patologias (29).



Familia del factor de crecimiento epidérmico (30).

Dentro de este grupo se encuentran EGF, TGFa, Int 2, Vaccinia growth factor,
anfirregulina, beta regulina y la subfamilia de las neurregulinas.

EGF y TGFa presentan una homologia del 55% con unas acciones bioldgicas similares
debido a que se unen al mismo receptor. La expresion del gen del receptor para EGF es
abundante en epitelios y varia en funcion del sexo, la edad y la hora del dia. EGF lleva a
cabo su actuacion por mecanismos paracrinos mientras que TGF los realiza por
mecanismos autocrinos. El receptor de ambos es c-ErbB o EGFR una tirosina kinasa
transmembrana.

In vitro, EGF y TGF estimulan la proliferacion de poblaciones epiteliales como
son hepatocitos y células de los tubulos renales.

In vivo, la administracién de EGF a ratones aumenté la proliferacion de epitelio de
las criptas intestinales, eséfago, higado, pancreas y rindén. Mientras que la
administracién de TGF produjo un aumento de la proliferacion de hepatocitos y
queratinocitos.

Durante el desarrollo embrionario son factores fundamentales en las etapas iniciales
del mismo. EGF materno es necesario para el desarrollo del saco vitelino y para la
neurogénesis temprana, mientras que el TGF lo es para el desarrollo del metanefros.

Las neurrgulinas forman parte de la familia del EGF, ejercen su funcion a través de
un receptor Her-2/Neu y su funcién principal es intervenir en el desarrollo del sistema

nervioso y del cardiaco.

Familia de los factores de crecimiento semejantes a la insulina (31)

Actian como mediadores de las acciones de la hormona del crecimiento. En este
grupo se incluyen las IGFs (I y II). Presentan dos receptores IGFR Iy uno IGFR 1I, éste
ultimo sin actividad tirosina kinasa.

In vitro, IGFs presentan efectos mitogénicos, necesitando de otros factores. En los
cultivos celulares, incrementan la proliferacion de condrocitos, osteoblastos, miocitos
lisos, células del epitelio del tibulo contorneado proximal, queratinocitos y astrocitos.
Impiden la apoptosis de células hematopoyéticas. Estimulan la diferenciacion de los
mioblastos y de los osteoblastos.

In vivo, son mediadas muchas acciones de la hormona de crecimiento.



Familia del Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (32)

Esta familia incluye 5 tipos PDGF (AA, BB, AB, C y D) y el factor de crecimiento
para stem cells (SCF). Ademds este grupo se relaciona estructuralmente con la familia
VEGEF. Los receptores PDGFR son tirosina kinasas.

In vitro, PDGF estimula la proliferacion y detiene la diferenciacién de miocitos del
musculo liso y células de Ito.

In vivo, interviene en procesos de regeneracion y reparacion, por ejemplo muscular
y cutdnea. En el sistema nervioso, actia de forma paracrina sobre la supervivencia y

proliferacion de células de la glia.

Factor de crecimiento para mastocitos o factor de crecimiento para stem

cells (SCF) (33)

Es necesario para el mantenimiento de células primordiales germinativas in vitro y

de los melanocitos in vivo. Tiene un receptor tirosina kinasa.

Familia de los factores de crecimiento fibroblasticos (34).

Comprende al menos 23 factores diferentes, siendo el prototipo FGF-2. Actian
mediante receptores tirosina kinasa y actuando directamente sobre el nicleo. Aumentan
en algunos tumores, donde actian como factores de transcripcion.

In vitro, poseen efectos mitogénicos y quimioticticos y actian sobre la
diferenciacion celular de condrocitos, hepatocitos, osteoblastos, mioblastos,
melanocitos, células indiferenciadas del sistema nerviosos, etc.

In vivo, FGF estimula la proliferaciéon queratinocitica, reducen el drea de isquemia
después de un infarto de miocardio e inducen neovascularizacién en las dlceras

gastroduodenales.

Superfamilia del factor de crecimiento transformante Beta (35).

Estas sustancias inhiben la proliferacion y promueven la transformacion de
fibroblastos y la diferenciacion de los condrocitos. Presentan tres tipos de receptores, el
tipo I son quinasas de serina y treonina, que inician la cascada de reacciones de la
célula.

- Familia de los TGF: Son los inhibidores de proliferacion celular mas

importantes.



In vivo, actian sobre epitelios (epidermis, enterocitos y hepatocitos), endotelios y
fibroblastos. Estimulan la diferenciacion y la sintesis de coldgeno, fibronectinas y
proteoglicanos en los cultivos celulares.

- Familia de las inhibinas y activinas que inhiben y estimulan la sintesis de
FSH correspondientemente. Las activinas presentan una funcién neuroprotectora en las
lesiones del sistema nervioso.

- Familia DPP: sus funciones incluyen la participacion en la supervivencia y
proliferacion celular, morfogénesis, diferenciacion y apoptosis. Dentro de este grupo se
encuentran los BMP inducen respuestas de quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion.

Dentro de esta familia se encuentran GNDF, Mis y nodal.

Factor de crecimiento de hepatocitos (36)

Regula la proliferacion, morfogénesis y desplazamiento epitelial. Es sintetizado en
el higado y en el rifion. Presenta un receptor tirosina kinasa.

In vitro, es el mitégeno mds potente para los hepatocitos y de las células de los
tubulos renales. Ademas estimula las lineas celulares de melanomas y carcinomas

mamarios. Pueden actuar sobre la motilidad celular en los cultivos primarios.

Familia del VEGF (37)
Dentro de este grupo se encuentra PIGF, VEGF-B, VGEFC, VEGF-D y E. Actian

bajo un mecanismo paracrino y son los factores angiogénicos mds potentes conocidos.

Factor de crecimiento endotelial derivado de glandulas endocrinas (38)

Se encuentra en gldndulas endocrinas como ovario, testiculo, corteza adrenal y
placenta. Su administracion produce proliferacion, migracion y formacién de células

endoteliales de las glandulas.

Angiopoyetinas y Efrinas (39)

Las primeras intervienen en el desarrollo del arbol vascular y cardiaco y presentan
un receptor tirosina kinasa. Las segundas ademds de participar en la angiogénesis actian

como inductoras en el desarrollo embrionario.



1.3.3. Cultivo de CS.

® Recuerdo histdrico

A lo largo de la historia se ha intentado encontrar solucion para las distintas
limitaciones que nos encontramos a la hora del cultivo in vitro de CS. Asi podemos
encontrar como los primeros en estudiar las caracteristicas del crecimiento de las CS
obtenidas a partir de nervio periférico humano extraido a las 12 semanas de gestacion
fueron Murray y Stout en 1942 (40).

Posteriormente se llevaron a cabo estudios en animales de experimentacion adultos
ya que las células adultas se comportan de forma diferente que las embrionarias. Asi
Anselin et al, en 1998 observaron como la CS tenia capacidad de crecer sobre la placa
de cultivo, pero esta capacidad de proliferacion era dificil de mantener pasadas las
primeras 24 horas (41).

Se intentaron perfeccionar y mejorar los materiales para obtener una mayor
proliferaciéon ademads de una mejor calidad de las CS. Para ello se compararon diferentes
cultivos, se afiadieron distintas sustancias, por ejemplo, mielina objetivindose una
reduccidn de hasta el 75% del estado proliferante, factores de crecimiento para
melanocitos, fosfocolina, factor de crecimiento fibrobldstico, extractos de pituitaria
consiguiéndose una pureza en los cultivos del 90% y aumentando la proliferacién en un
40% como fue descrito por Mauritz et al en 2004 (42).

Asi mismo se intentd encontrar factores para eliminar el sobrecrecimiento de
fibroblastos, por ejemplo, empleando anticuerpos contra las proteinas de los
fibroblastos, otros como Kreider et al. en 1982, han intentaron aumentar la pureza de los
cultivos aprovechando la capacidad que presentan los fibroblastos para adherirse a las
superficies tras ser sometidos a un tratamiento con enzimas y calentamiento. Mediante
este proceso se rescataban las células no adheridas y se obtenia una pureza en el cultivo
de hasta el 90% (43).

Otro de los mecanismos con los que se intenté aumentar la proliferacion y la pureza
de los cultivos fue la pre-degeneracion in vivo e in vitro. Se realizaron diferentes
estudios para evaluar cudl era el mejor medio para llevarla a cabo y cuél era la duracién
Optima del proceso, asi los mejores resultados fueron publicados por Hanemann et al en
1998 (44) y por Manent et al en 2003 (45). El primero de ellos demostré que el mejor
medio para la incubacién era DMEM junto con SBF al 10% y antibiético obteniéndose
los mejores resultados a los 14 dias, mientras que el segundo los obtuvo con el mismo

medio a los 7 dias.
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e Caracteristicas y limitaciones de los cultivos de CS.

La CS es una de las células mejor estudiadas debido no solamente a la funcién
regeneradora del nervio dafiado sino a la capacidad de crear un microambiente adecuado
para que se lleve a cabo.

La mayoria de estos estudios se estan realizando con CS procedente de animales de
experimentacion, frecuentemente a partir de su nervio Cidtico, con la dificultad de
trasladarlos a CS humanas ya que presentan importantes limitaciones como son la
dificultad para su obtencion asi como el mantenimiento de los cultivos (9). Las CS
presentan positividad para dos marcadores moleculares, S100 y p75, que permite su
diferenciacion (40).

El cultivo de CS presenta bajo rendimiento con escasa proliferacion celular (21), y
con sobrecrecimiento de fibroblastos que dificultan la obtencién de cultivos puros. Se
intentan llevar a cabo una eliminacién de los mismos mediante diferentes técnicas como
son el uso de antimitdticos, la adhesion diferencial, la clasificacion magnética o el
inmunopaning (3, 10, 20). Esta baja capacidad de proliferacién podria ser debida a que
muchas CS no podrian salir del ciclo celular y por tanto continuar la proliferacion.

Diferentes estudios han mostrado que la pre-degeneracién del nervio in vivo o in
vitro, con la que se pretende inducir la degeneracion walleriana, es el método mas
efectivo para conseguir una mayor proliferacion de la CS y pureza del cultivo, ya que
estimula a dichas células y se produce una mayor liberacion de factores de crecimiento.
(3,20).

Otra importante limitacion de la utilizacién del cultivo de CS es la supervivencia
celular una vez realizado el trasplante celular. Existe una importante muerte celular
probablemente ocasionada por una serie de fendmenos: inflamatorios, isquémicos y por

un déficit de soporte celular (46).

e Empleo de factores de crecimiento en los cultivos de CS:

El crecimiento de las CS en los cultivos se encuentra favorecido cuando se
encuentran bajo el estimulo de diferentes factores de crecimiento como son el PDGF,
aFGF, FGF, y el TGF beta 1-2 (28).

Ademais el empleo de otros factores de crecimiento como son NGF, BDNF,
Neurotrofina-3, CNTF y GDNF estimulan la diferenciacién de las mismas en los

cultivos (28).
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1.3.4. Aplicacion clinica del cultivo de CS.

Actualmente se estan realizando multiples estudios para evaluar el potencial de las

CS en el trasplante celular y su utilidad regeneradora tanto en patologias del SNP como

del SNC (10,16, 46, 47, 48, 49):

Lesiones traumaticas

Enfermedades desmielinizantes de distintas etiologias, por ejemplo:

Hereditaria, como por ejemplo la neuropatia sensitivo-motora
denominada Charcot- Marie-Tooth, que puede presentar una herencia
autosémica dominante, recesiva o ligada al cromosoma X.

- Inmunoldgico como la esclerosis multiple, donde la desmielinizacion
ocurre a nivel del SNC.

- Inflamatoria-autoinmune, representadas por el Sindrome de Guillain-
Barré.

- Metabdlicas, por ejemplo la mielinolisis central pontina y extrapontina.

- Infecciosas como por ejemplo la leucoencefalopatia multifocal
progresiva producida por el virus JC, en condiciones de
inmunodepresion.

Enfermedades de motoneurona como la Esclerosis lateral amiotrofica en la que

hay una afectacion de motoneurona superior y/o inferior.

OBJETIVOS

1. Obtener cultivos de CS de rata realizando una pre-degeneracion “in vitro”.

2. Cuantificar dicho cultivo a lo largo de su crecimiento.

3. Comparar el rendimiento del cultivo de dichas células expuestas a

neurregulina (NRG) con el de cultivos sin este factor.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL

Rata Wistar adulta, hembra, de 240 gramos de peso y con una edad de 3 meses y

16 dias. Las CS se obtuvieron a partir de ambos Nervios Cidticos.

El cuidado y la manipulacioén se llevé a cabo segin esté reflejado en las directrices

de la Unién Europea 2010/63/EU y del Estado Espaiiol (RD 1201/2005).

Material empleado para la extraccion del Nervio fue el siguiente:

Anéstesicos: Ketamina 0.13 ml/100 mg (Ketalar 50 mg/ml, Pfizer ref. 631028 )
Xilacina 0.02 ml/100 mg (Rompun 2%, Bayer Health Care ref. 011302103) que
fueron administrados mediante una inyeccién intraperitoneal.

Material quirurgico estéril.

Microscopio Optomic.

Material utilizado para el procesamiento, digestion, obtencion y mantenimiento del

tejido nervioso:

Reactivos: Medios de cultivo: Leivobitz, LL15, (ref- 5520, Sigma Aldrich),
Duldecco’s Modiffied Eagle Medium (ref 6046, Sigma Aldrich), Colagenasa
tipo II extraida de Clostridium Histolyticum y liofilizada (ref. 17101-015Gibco),
Tripsina (1800 Unit/mg, Sigma ref. T- 7409), Antibiético-antimicético: 10000
unit/ml de penicilina G sédica, 10000 Ug/ml de sulfato de estreptomicina y 25
Ug/ml de anfotericina B (Gibco), Suero Bobino Fetal (ref. 9665 Sigma-
Aldrich), Neuregulin/rh NRG-1 B1/HR-B1/Heuregulin 10 nm (8UI ml/medio).
(R y D systems), Cloruro de Amonio, soluciéon de Azul Tripan.

Material de laboratorio: placas de cultivo ( Falcon ref. 353001, didmetro 35x10
mm). Frasco de polipropileno (Falcon ref. 352006, 17x 100 mm). Tubo ( Falcon
ref 352005), Copa de disociaciéon de 85 mil con malla.

Equipos de laboratorio de cultivo: Centrifuga 5702, Eppendorf, Hucoa- Erloss,
Bafio Maria (Trade Raipa), Campana de flujo laminar de seguridad biolégica

( Herra Safe Heraeus), Estufa (HeraSafe Heraeus)
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Material empleado para el lavado v fijacion de las células:

Paraformaldehido tamponado 4% (PFT). Se afiaden 40 gramos de
paraformaldehido en polvo (pancreat ref. 141451) y 0.01 gramos de NaOH
(pacreat ef 131687) a 400 mililitros de agua destilada. Luego se calienta y se
agita hasta que se diluya completamente y la solucién se ponga transparente, a
unos 60°C. Posteriormente se deja enfriar o se enfria en hielo.

Se afiaden 250 ml del tampdn fosfato 0,4 M y se completa hasta un litro de agua
destilada

Solucion de Hank: Se prepara de la siguiente forma:

Se disuelven en agua destilada, con agitacion los siguiente reactivos:

KCI (0.4 gI'™"), NaCl (0.8 gl'"), KH,PO, (0.6 gl'"), NH, HPO,4 (0.048 gl™"), Na
HCO; (Merck ref. 6329, 0.35 gl'l) , EDTA (Acido etilendiaminotetracético
Pancreac, ref 131026, 0.2 gl'l)

Se ajunta el pH con HCl o NAOH 1N hasta el intervalo 7.0-7.2

Se filtra (filtro de 0.2 Um) para obtener un producto “esteril”.

Solucién Tripsina-Hank:

Se disuelven con agitacién 0.5 gl”' de tripsina en una solucién de Hank. Se filtra
(filtro de 0.2 Um) para obtener un producto “esteril”.

Solucién Azul Tripan (Merk ref. 11732). Se disuelve azul tripan en una
disolucién de sal de Hank a razén de 0.5 gl

Solucion de Giemsa (10 a 20%)

Material empleado para observacion y contaje de células, obtencion de

fotografias:

e (Camara de Neubauer

® Microscopio invertido ( Zeiss Axiovert 25)

e Microscopio de contraste de fase ( Microscopio Nikon Eclipse TE 300 con
camara fotografica digital Nikon DXM 1200)
¢ (Camara fotografica digital Nikon DXM 1200
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3.2 METODOS

Obtencion de CS. Extraccion del Nervio Cidtico:

Una rata Wistar fue estudiada y empleada para la obtencién y multiplicacién en
cultivo de las CS a partir del Cultivo de las CS procedentes del Nervio Ciético.

Tras 13 dias se obtuvieron 2 grupos de placas, cada uno formado por 4 placas de
cultivo (4 con NRG y 4 sin NRG), se fijaron y se contaron entre las 48 y 96 horas, dos
placas con NRG y dos sin NRG fueron tefiidas con Giemsa y 2 con NRG y 2 sin NRG
fueron desprendidas y congeladas para futuros estudios.

La rata fue anestesiada mediante una inyeccion intraperitoneal (1.5 mililitros por
kilogramo de peso) de Ketamina 80% y Xilacina 20%. Se realiz6 una incision de unos
dos centimetros en la piel del muslo. Tras la retraccién de musculo gliteo, el nervio
cidtico quedd expuesto y se cortd proximalmente a la altura del tercio superior del
muslo y distalmente en la zona préxima a la bifurcacién tibia-peroné. El nervio
seccionado se colocé en una placa de cultivos de 3.5 centimetros (Falcon, ref. 353001)
que contiene una solucién de Leibovitz con antibidtico-antimicético. Es esta placa se
limpi6 el material, retirando el epineuro, restos de sangre y otros tejidos, luego se pasé
a otra placa y se troced en porciones de 2 a 5 milimetros de longitud. La cirugia y la

limpieza se hicieron con un Microscopio Optomic C12.

Predegeneracion y cultivo de CS.

Las porciones de nervio obtenidas se pasaron a un medio Dulbecco modificado con
10% de SBF y 1% de antibiético-antimicético y neurregulina, 10 nM (8uL/ml), se
llevaron a una estufa a 37°, con 5% de CO?2 y saturacién de humedad y se dejaron en
predegeneracion en este medio durante 7 dias. El séptimo dia se retiraron del medio y se
introdujeron en un tubo (Falcén ref. 352005), en una solucién que contiene 2 mililitros
de Leibovitz, antibidtico-antimicético, 0.5% de tripsina y 0.125% de colagenasa tipo II.
En esta solucion se dejaron de tres a cuatro horas en un bafio a 37°C agitindolo
manualmente cada 15 minutos. Después de este tiempo se agregaron 2 mililitros de
DMEM (Gibco ref. 31885-023) con 10% SBF y antibidtico-antimicético y se
centrifugd, a 2000rpm, durante tres minutos, retirindose el medio a continuacién. El
sedimento obtenido se resuspendié en 1 mililitro de una solucién del mismo medio. Esta
solucién se sembr6 en dos placas, una de las cuales contiene 2.5 mililitros del mismo

medio con neurregulina, 10nM (8ul/ml), a la otra placa no se le afiadi6 neurregulina.
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Las placas se mantienen en una estufa a 37°C, con 5% de CO?2 y saturacién de
humedad. Cuando llegan a la subconfluencia se resiembran en cuatro placas con

neurregulina y cuatro sin neurregulina.

Subcultivo de CS

Cuando las CS se aproximan a la confluencia, ocupando al menos un 80% de la
superficie de cultivo, se subcultivaron. Para ello, se elimin6 de cada placa el medio de
cultivo y se lavaron las células con solucién de Hank, luego se adicion6 una solucién de
Tripsina-Hank a los cultivos donde habia CS, la tripsina se retir6 inmediatamente y se
esperd un minuto para que las células se desprendieran. A continuacidn, se afiadié
DMEM mas antibiético y SBF a cada placa de donde se extrajeron para neutralizar el
efecto de la enzima y se llevaron a un frasco y se lavaron por centrifugacion, luego se
llevé a cabo el recuento celular utilizando la solucién de azul tripan, y se sembraron en
la proporcién de 100000 células por mililitro, el volumen de 1 ml por placa fue
completado con dos mililitros mds de DMEM. Cuando estos cultivos alcanzaron la
subconfluencia fueron recontadas nuevamente las células obtenidas y tefiidas mediante

Giemsa.

Contaje celular.

El dia 13 de cultivo antes de realizar el sub-cultivo se llevo a cabo un contaje del
numero total de células vivas que teniamos en cada cultivo con y sin NRG
respectivamente. Tomamos 10 microlitros de cada uno de ellos que fueron tefiidos con
azul tripan para posteriormente realizar el contaje de células vivas mediante el empleo
de una cdmara de Neubauer. Las células totalmente tefiidas de azul fueron excluidas, ya
que eran células muertas en las que la solucién habia sido capaz de introducirse en su
interior.

Las placas fueron lavadas con PBS entre las 48 - 96 horas y fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Luego el
paraformaldehido fue retirado y se lavaron nuevamente con PBS, tres veces, cinco
minutos cada vez. Posteriormente se realiz6 la tincién de Giemsa y se visualizaron a
través del microscopio de campo claro. Se fotografiaron 7 campos entre las dos placas
y se llevé a cabo una estimacion del nimero de CS obtenidas teniendo en cuenta las
caracteristicas morfoldgicas de las mismas. Las células que no tenian la forma tipica se
clasificaron como “otras células”. El campo fotografiado con un objetivo de 10X es

0,2932 mm? y el didmetro de la placa de cultivo es de 35 mm, es decir, presenta un
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superficie de 962,112 mm®. El contaje se llevé a cabo sobre dos placas con NRG y dos
sin NRG a las 48 horas (dia 15), siguiendo el procedimiento y tincion referidos
anteriormente. El resto fueron resuspendidas y congeladas para realizacion de futuros

estudios.

4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIO MORFOLOGICO DE LOS CULTIVOS

Inicialmente partimos de una placa enriquecida con NRG y una placa sin la misma,
ambas sometidas previamente a 7 dias de predegeneracion. El dia 13 de cultivo, cuando
se obtuvo la confluencia de las células fueron sub-cultivadas en cuatro placas de cultivo
con NRG Yy otras cuatro sin la misma. En dicho momento se llevé a cabo el contaje asi
como a las 48 horas del sub-cultivo (Dia 15).

La mayoria de las células observadas presentaban una morfologia alargada bipolar
con soma ovalado en el que el niicleo ocupa la mayoria de éste y muestran unos
nucleolos de pequefio tamafo (Figura 1). Estas células tienden a hacer contacto entre
sus extremos formando “cadenas” o a constituir conglomerados celulares entorno a
otros tipos de células. Asi pues, el cultivo observado estaba compuesto
mayoritariamente por células con el tipico aspecto de CS.

Junto a estas CS aparecia un pequefio porcentaje de células fusiformes con
caracteristicas fibrobldsticas cuya proporcion era menor en los cultivos adicionados con

NRG segtin se explicara en el apartado siguiente referido a los datos cuantitativos.
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FIGURA 1. (A) Cultivo de células de Schwann con NRG a los 13 dias de cultivo. (B)

Cultivo de células de Schwann sin NRG a los 13dias de cultivo. La poblacion

predominante en ambos casos corresponde a CS (flecha). 10X
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FIGURA 2. Células de Schwann prodecentes del Nervio Cidtico de rata cultivadas en
un medio enriquecido con NRG, vy tefiidas con Giemsa a las 48 horas de sub-cultivo
(dia 15). Las CS presentan una morfologia alargada y cada célula se une a otras de la

misma estirpe formando cadenas. 10X
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FIGURA 3. CS formando cadenas por conexidn entre sus extremos a las 48 horas de

sub-cultivo (dia 15). Giemsa. 20X
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FIGURA 4. Sub-cultivo de CS con NRG a las 48 horas (dia 15). CS con su morfologia
caracteristica alargada, se puede visualizar la presencia de varios nucléolos en cada

célula y la conexidn de sus prolongaciones con CS vecinas. Giemsa. 40X.
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FIGURA 5. Sub-cultivo de CS sin NRG a las 48 horas (dia 15). CS con morfologia

triangular. Giemsa. 10X.
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FIGURA 6.Sub-cultivo de CS sin NRG a las 48 horas (dia 15). Las CS mantienen
mismas caracteristicas morfoldgicas que las CS cultivas con NRG y pueden observarse

formando agregados celulares. Giemsa. 20 X
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FIGURA 7. Sub-cultivo de CS sin NRG a las 48 horas (dia 15). CS de morfologia

alargada con prolongaciones que interconexionan entre diferentes células. Giemsa. 40 X
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4.2. ESTUDIO CUANTITATIVO DE LOS CULTIVOS.

PROLIFERACION CELULAR (Tabla 1)

En el dia 13 del cultivo realizado a partir del Nervio Cidtico y tras sus siete dias de
pre-degeneracion se llegd a la confluencia de las células, es decir, al menos el 80% de la
superficie de la placa de cultivo estaba ocupada por las mismas. En ese momento se
llevo a cabo un contaje de las células obtenidas en los dos cultivos, con y sin
neurregulina. Empleamos para ello una cdmara de Neubauer que nos permitié
cuantificar el nimero de células vivas que tenfamos en nuestros cultivos.

Tras desprender y homogeneizar las células se tomaron 10 microlitros y se les
afladi6 azul tripdn para posteriormente cuantificar el nimero de células vivas. Asi
aquellas que estaban tefiidas totalmente de azul eran excluidas, ya que eran células
muertas en las que la solucién afiadida habia sido capaz de introducirse en su interior.
Mediante este procedimiento se calcul6 en el cultivo de CS con NRG entorno a 1
millén de células (1.000.000) mientras que en el que no tenia NRG crecieron
cuatrocientas mil células (400.000)(Grafico 1).

Aunque en este momento no se llevé a cabo un contaje del niimero de CS obtenidas en
uno y en otro medio si se pudo comprobar a través del microscopio invertido como en el
primero de los cultivos no solamente existia un mayor ntimero de células como
demostré el contaje sino que predominaba la estirpe de las células de Schwann.

Posteriormente se llevo a cabo el sub-cultivo de las CS de los dos medios. Cada
placa fue sub-cultivada siguiendo su adicién o no de NRG.

A las 48 horas del sub-cultivo (dia 15 de cultivo) se llevé a cabo el contaje celular;

asi, partiendo de que nuestra siembra en las cuatro placas de los dos grupos fue
homogénea. De cada grupo dos placas, fueron fijadas para tincién y otras dos placas
fueron congeladas para realizar futuro estudios. A partir de una de estas ultimas se llevo
de nuevo un contaje del total de células obtenidas mediante el sub-cultivo en cada
grupo. En el de NRG se obtuvieron 540.000 células por placa (Grafico 2) siendo el total
de las mismas este grupo de 2.160.000 células (Grafico 3).
En el grupo que no tenia NRG en el medio de cultivo se obtuvieron 210.000 células por
placa (Grafico 2) y basandonos en la homogeneidad de nuestra siembra el total de
células en este grupo fue de 840.000 células (Grafico 3).

En el sub-cultivo que contenia NRG la media de CS obtenidas por campo el dia 15

fue de 85,42* 17,6 células siendo el total de CS obtenidas 1.121.048 (Gréfico 3). En el
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otro grupo, sin NRG, las CS por campo fueron de 29,71 9,71 y el total de 389.960
(Gréfico 3).

Estos datos muestran como la NRG facilit6 en gran medida la proliferacion celular en

general y de las CS en especial.

Con

Primario

Sin

NRG/13d 400.000 400.000

Con
NRG/48h 540.000 2.160.000 51.9 %
(Dia 15)

Sub-cultivo
CS

85,42
£17.36

1.121.048

Sin
NRG/48 h 210.000 840.000 46,40%
(Dia 15)

29,71*
9.71

389.960

TABLA 1. Proliferacién celular. Estudio cuantitativo de los cultivos.
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Grafico 1. Numero total de células en cultivo el dia 13.
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Graéfico 2. Células por placa de subcultivo. Dia 15
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5. DISCUSION

El cultivo de CS obtenidas a partir de animales de experimentacién adultos es mas
complicado de llevar a cabo que el de CS procedentes de animales jovenes. Esto es
debido a la dificultad para mantener el cultivo y el bajo rendimiento del mismo debido
ala pobre proliferaciéon que presentan estas células, todo ello unido al sobrecrecimiento
de los fibroblastos que condicionan una baja pureza de los cultivos. A todo lo anterior
hay que sumar el riesgo de infeccion de cultivos que impediria el crecimiento de
nuestras células (3,10,20). La principal ventaja que presentan estas células es su
mayor semejanza a las del hombre adulto que es el que principalmente padece la
mayor parte de las lesiones en las que podrian ser empleadas como ayuda en la
terapéutica (10,16, 46, 47, 48, 49).

A lo largo de los afios se han intentado emplear diferentes técnicas para soslayar las
dificultades referidas anteriormente. Asi se han mejorado las condiciones de asepsia
tanto en los quiréfanos de extraccién de nervio como a la hora de manipular los
fragmentos obtenidos y posteriormente los cultivos resultantes. De gran ayuda ha sido
su manipulacion en cabinas de flujo laminar o el empleo de antibidticos y antimicéticos
en los medios empleados para el cultivo. Asiy todo la infeccién de los cultivos es un
evento que ocurre no infrecuentemente.

Debido a que los cultivos primarios son pobres en células, para aumentar el
rendimiento de nuestro cultivo, obteniendo una mayor proliferacién de CS y mayor
pureza del mismo llevamos a cabo una pre-degeneracion in-vitro del nervio durante 7
dias. Esta técnica fue descrita por Morrisey et al. en 1991(50), aunque era realizada de
forma diferente a la que llevamos a cabo en nuestro estudio que se asemeja a la descrita
por Manent et al. en 2003 (45).

Mediante la predegeneracion no solamente estimulamos el crecimiento de CS sino
también de otras células como los fibroblastos, que presentan mayor capacidad de
proliferacion y pueden llegar a contaminar el cultivo e impedir el crecimiento de
nuestras células objetivo. Para estimular el crecimiento de las CS que presentan menor
capacidad proliferativa que los fibroblastos afiadimos al medio de cultivo (SBF al 10%
mds antibiético) y ensayamos en un grupo experimental el efecto de neurregulina en
dicho grupo (3,20).

La neurregulina es un factor de crecimiento con funcidn autocrina y paracrina

producido “in vivo” por las CS y por los axones (51,52); presenta un funcién tréfica
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sobre las CS aumentando su proliferacion hasta en 4 veces a la vez que se aumenta la
pureza del cultivo (3,51,52).

En nuestro cultivo al igual que en otros realizados con anterioridad y que podemos
encontrar en la literatura (3, 20, 45), hemos podido demostrar los efectos beneficiosos
de las técnicas descritas anteriormente y como mediante la predegeneracién junto con
neurregulina se ha obtenido una mayor proliferacion celular. Asi pudimos estimar una
proliferacion celular en el cultivo sometido a predegeneracion con neurregulina de un
millén de células frente a cuatrocientas mil células en el que no se afiadi6 el factor de
crecimiento. Es realizado el contaje mediante visualizacién de los cultivos con
microscopio invertido en el que se pudo observar una mayor proliferaciéon de CS en el
primer cultivo respecto al segundo, como se ha indicado.

De igual manera, al sub-cultivar las CS con y sin neurregulina una vez alcanzada la
confluencia de la placa pudimos observar cémo la proliferacién de CS era mayor en los
sub-cultivos que habian sido realizados en un medio rico en neurregulina (51,52),
obteniéndose un mayor nimero de CS por campo de cultivo y menor proliferacion de
fibroblastos. La media de CS por campo obtenidas en el cultivo con factor de
crecimiento fue de 85,42 * 17.6 frente a 29,71* 9,71 células en el que no habia sido
realizado con dicho factor. Asi pudimos demostrar el importante papel tréfico que
presenta la neurregulina sobre la proliferacién de las CS, obteniendo un mayor
rendimiento de los cultivos.

Ademas hemos podido observar mediante la visualizacion con la tincién de Giemsa
como las CS mantenian sus caracteristicas tanto en uno como en otro cultivo,
presentando una morfologia alargada, con un soma y un nicleo ovalado con varios
nucléolos y prolongaciones que tienden a establecer conexion con las CS vecinas
(5,6,7).

Por lo tanto, es importante llevar a cabo futuros estudios para el perfeccionamiento
de la técnica de extraccion asi como de cultivo de CS para obtener un mayor
rendimiento de los mismos, aumentando su pureza y consiguiendo una mayor
proliferacion de las CS, ya que estas células podrian ser empleadas en la terapéutica de

multiples enfermedades que afectan al adulto.
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. CONCLUSIONES

. La técnica de pre-degeneracion resulta muy util para la obtencion de
cultivos de CS, obteniéndose mayor proliferacion celular cuando se

adiciona neurregulina.

. Las CS cultivadas en medios de cultivo enriquecidos con

neurregulina mantienen las caracteristicas tipicas de las CS.

. La neurregulina aumenta el rendimiento de los sub-cultivos de CS,
obteniendo una mayor cantidad de estas células y una mayor pureza

de los cultivos.
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