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Endoneural fibroblasts isolation and culture

LESLIE LEAL', SANDRA PERDOMO?*, CLARA SPINEL"?
'Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.
’Laboratorio de Biofisica, Centro Internacional de Fisica,
Bogotd, Colombia.

*Universidad de la Sabana, Bogot4, Colombia.

Presentado en abril 20 de 2004, aceptado en agosto 26 de 2004
RESUMEN

Los fibroblastos son tejido-especificos, normalmente degradan y sintetizan constante-
mente los diferentes elementos de la matriz extracelular (MEC), pero también remode-
lan los tejidos en reparacién. Los fibroblastos dérmicos son los mas estudiados in vitro
e invivo y se emplean para regenerar la MEC dérmica que sirve de apoyo para la regene-
racién de la epidermis. La confluencia de los fibroblastos dérmicos o periodontales se
hace entre los ocho y diez dias de cultivo. En la regeneracién de nervios periféricos lesio-
nados, las células de Schwann secretan factores de crecimiento neurotréficos y neuro-
trépicos y algunos elementos de la MEC necesarios para la regeneracién, motivo por el
cual son las mds estudiadas y empleadas. Hasta el momento los fibroblastos endoneu-
rales (FE) no se han tenido en cuenta como elemento importante en la regeneracién
nerviosa porque en ocasiones forman fibromas que impiden la regeneracién del nervio.
Pero hay indicios, que pueden jugar un papel importante adicional al remodelar la MEC,
secretando metaloproteinas que ademads convierten el preNGF (Nerve Growth Factor)
secretado por las células de Schwann en NGF activo que promueve la regeneracion
de las neuritas. El objetivo de este trabajo fue aislar y lograr el cultivo de FE purificados
de nervios cidticos de ratén adulto. Se desarrollaron diferentes métodos de diseccién y
digestién para obtener los cultivos primarios de FE puros y estudiarlos como se ha he-
cho con células de Schwann. Se logré aislar selectivamente FE, alcanzado la confluencia
entre el cuarto y el quinto dia de cultivo primario en monocapa. La obtencién de una
poblacién de FE permitird estudios en cultivos tridimensionales y en prétesis, para de-
sarrollar y determinar nuevas alternativas en la regeneracién de nervios periféricos.
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ABSTRACT
Fibroblasts which are tissue-specific, constantly degrade and synthesize the different

elements of the extra-cellular matrix (ECM), while at the same time remodel tissues that
are being repaired. Dermal fibroblasts are well studied both in vitro and in vivo, and are
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used to regenerate dermal EMC which in turn supports the regeneration of the
epidermis. Confluence of dermal or periodontal fibroblasts takes place between 8 and
10 days of culture. In the process of regeneration of damaged peripheral nerves,
Schwann’s cells secrete neurotrophic and neurotropic growth factors and some of the
EMC elements needed for regeneration to take place, which makes them the most
studied and used cells in culture. So far, endoneural fibroblasts (EF) have not been con-
sidered as important elements in nerve regeneration, mainly because they may occa-
sionally form fibromes that hinder regeneration. But there is evidence that they may play
a role in the remodeling of the EMC, through the secretion of metalloproteins that
modify the pre-Nerve Growth Factor (preNGF) secreted by Schwann’s cells into active
NGF, which promotes neurites regeneration. The aim of this study was is to isolate EF
from sciatic nerves taken from mature rats, and to obtain them in purified culture. A
number of methods of dissection and digestion were developed to obtain primary pure
EF cultures as well as to study them in the way Schwann’s cells have been studied.
Selective isolation of EF was accomplished, reaching confluence between the fourth and
the fifth day in monolayer primary culture. Producing a population of EF will make it
possible to carry out studies in tridimensional culture and in prosthesis in order to define
and develop new alternatives for the regeneration of peripheral nerves.

Key words: Sciatic nerve, endoneural fibroblasts, monolayer culture.
INTRODUCCION

El sistema nervioso periférico (SNP) comprende los ganglios, los nervios y las termi-
naciones nerviosas situados fuera del sistema nervioso central (SNC) que es confor-
mado por el encéfalo y la médula espinal. La funcién bésica del SNP es mantener a
todos los otros tejidos del cuerpo en comunicacién con el SNC. De esta manera todas
las funciones del organismo se integran, siendo controlada la actividad del individuo
como un todo. Los nervios estan constituidos por fibras nerviosas que son los axones
recubiertos por las células de Schwann (CS) o glia del SNP. A cada fibra nerviosa la
rodea una membrana basal que a su vez estd cubierta de tejido conectivo que recibe
el nombre de endoneuro. Las células que recubren varias fibras forman una capa
alrededor de los fasciculos nerviosos llamada perineuro. El tejido conectivo que retine
todos los fasciculos se llama epineuro (Bloom y Fawcett, 1975; Arvidson, 1979;
Sabotta y Hammersen, 1980; Terzis y Smith, 1990).

En vertebrados, el sistema nervioso se encarga de integrar la funcién de los compo-
nentes del organismo y de coordinar y controlar las interacciones de éste con el medio
ambiente, por lo que resulta muy importante proteger dicho sistema, con este fin, du-
rante la evolucién se han desarrollado algunas estrategias que previenen las lesiones del
sistema nervioso central (SNC) y otras, como la plasticidad neural que permiten la repa-
racién espontanea de las lesiones del sistema nervioso periférico (SNP). La presencia
de ldmina o membrana basal con sus proteinas neuritogénicas alrededor de las células
de Schwann vy la interaccién de los brotes axonales con las células de Schwann de la
mielina periférica, estimulan la regeneracién de los axones dafiados (Nieto-Sampedro y
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Verdd, 1998). Los fibroblastos son las células del tejido conectivo que secretan la mayo-
ria de los componentes de la matriz extracelular, como: proteoglicanos, glicosaminogli-
canos, fibras de adhesién y fibras de soporte, principalmente coldgeno fibriliar. Los fi-
broblastos son células muy versatiles que tienen la capacidad de diferenciarse en otras
células del tejido conectivo en respuesta a un dafio o a estimulos adecuados. Existen evi-
dencias de que los fibroblastos son células tejido-especificas, es decir, que presentan di-
ferencias dependiendo del tejido al que pertenecen (Alberts et al., 2002). Los fibroblas-
tos corresponden al mayor elemento celular no neuronal del endoneuro, son muy alar-
gados y delgados rodeados por el coldgeno endoneural que producen (Olsson, 1998).

Hay una controversia en la literatura sobre el papel de los fibroblastos en la rege-
neracién de los nervios. Los fibroblastos tendrian una influencia negativa cuando se
forman neuromas que impiden la regeneracién o secretan el peptidoglicano NG3 que
forma la cicatriz del nervio e inhibe la proliferacién de los axones. Estudios de regene-
racién en cdmaras con poros han proporcionado evidencia que los fibroblastos parcial-
mente son responsables de la alteracién topogréfica del nervio en regeneracién (Jenqy
Coggeshall, 1985; Jenq y Coggeshall, 1987; Jenq et al., 1987; Hurtado et al.,1987 y
Hurtado, 1997) y, como secretan coldgeno y fibronectina que son el sustrato y la guia
del crecimiento axonal, liberan factores de crecimiento que estimulan las etapas inicia-
les de la regeneracidn. Los fibroblastos también secretan colagenasa y otras metalopro-
tesas (Langer y Vacanti, 1993; Watchmaker y Mackinonn, 1997; Heat y Rutkowski,
1998) que permiten la renovacién y reorganizacién constante del tejido conectivo
normal en el adulto (Wong et al., 2001). La presencia de fibroblastos podria ser im-
portante durante el proceso de regeneracién al madurar el preNGF en NGF. Adicional-
mente, se conoce que estas células participan en los procesos de cicatrizacién para la
recuperacién de los tejidos lesionados de acuerdo a los factores que los estimulan.
Se ha encontrado que existe una cooperacién de fibras de adhesién y fibras de soporte
de la matriz extracelular durante el crecimiento axonal in vitro al variar concentraciones
y combinaciones de estos elementos fibrosos (Tong et al., 1997).

El endoneuro tiene una gran cantidad de coldgeno fibrilar, que forma el esqueleto
principal para las fibras nerviosas y los fasciculos del nervio, confiriéndole al nervio
resistencia a las fuerzas de compresién y estiramiento. Se ha demostrado in vitro que
el coldgeno es necesario para la formacién de mielina (Liu, 1992; Olsson, 1998). Las
fibras de coldgeno intrafascicular son mas delgadas que las que se encuentran en el
epineuro y se orientan principalmente a lo largo del nervio (Olsson, 1998). La fibras
de coldgeno tipo | y Il del epineuro y endoneuro se localizan en la misma regién
espacial, pero, en el endoneuro es mds abundante el coldgeno tipo | (Olsson, 1998).
El propésito de cualquier técnica de reparacién de nervio es reestablecer la continui-
dad del nervio incluyendo todos sus elementos, con el fin de lograr una éptima reiner-
vacion del tejido blanco (Langer y Vacanti, 1993; Nieto-Sampedro y Verdd, 1998).
Para esto es importante estudiar los elementos celulares que se encuentran implica-
dos en la regeneracién nerviosa, por eso proponemos aislar y caracterizar los fibro-
blastos endoneurales (FE) para ser utilizados en estudios futuros, similares a los rea-
lizados con las células de Schwann.
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MATERIALES Y METODOS

Los fibroblastos endoneurales (FE) se aislaron a partir de nervio cidtico de ratones ICR
(20 a 30 g) provenientes del Bioterio de Experimentacién y Produccién del Instituto
Nacional de Salud, Bogotd, Colombia. Se sacrificaron por dislocacién cervical, se extra-
jeron los nervios cidticos en condiciones de asepsia y se colocaron en medio de cultivo
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma, R-4130) con 50 mg/ml de penicilina
y 50 U/ml de estreptomicina (Sigma, P-3539) y 0,25 mg/ml de anfotericina (Sigma,
9528). Se hicieron cultivos por explantes de nervios de aproximadamente 3 mm de lar-
go sin epineuro, los cuales fueron colocados en frascos plasticos de cultivo de 25 cm?.
Los cultivos se mantuvieron con 5 ml por caja de medio suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, 26140079), en una atmésfera de CO, (5%) a 37° C
y 560 mm de Hg; el medio se cambié cada tercer dia hasta obtener confluencia (Hurta-
do, 1991; Mufietén et al., 1998) y, como se ha descrito para las células de Schwann
(Garavito et al., 2001), con una solucién de tripsina 0,25% (Sigma, T-4799). La via-
bilidad de las células en suspensidn se determiné en cdmara Neubauer con azul trypan
(0,5%); (Sigma, T-8154). El subcultiuvo se inicia con 100.000 células/ml hasta lograr
de nuevo confluencia. Este protocolo se repitié hasta realizar tres subcultivos. Los fi-
broblastos fueron identificados por su morfologia. En otro protocolo que se realizd,
afiadié 20% de SFB en el cultivo primario por explantes y en los subcultivos.

Paralelamente, se realizé el cultivo de células de Schwann (CS) segtin los protocolos ya
establecidos en el laboratorio por explante de nervio cidtico y de ganglio de la raiz dor-
sal (GRD). Ademds, se hizo disociacién del nervio y de los GRD, primero enzimdtica
(750 U/ml de colagenasa, Sigma, C-6885), seguida de una mecénica con ayuda de
pipetas. El cultivo se hizo en frascos plésticos de cultivo de 25 cm? recubiertas con 0,1
mg/ml de coldgeno tipo | extraido de colas de rata. Los cultivos se mantuvieron con 5
ml de medio por caja suplementado con SFB (10%), en una atmésfera de CO, (5%) a
37°Cy 560 mmHg de presién; el medio se cambié cada tercer dia hasta obtener con-
fluencia (Hurtado, 1991; Mufietén et al., 1998; Garavito et al., 2001; Calderén et al.,
2002). En los subcultivos se logré de un 75 a 80% de CS en monocapa (Garavito et al.,
2001; Perdomo y Camargo, 2001; Calderdn et al., 2002). Estos cultivos de CS fueron
el punto de partida para realizar el cultivo de FE y los empleamos como patrones con
los cuales comparamos nuestro cultivo. Se desarrollé otro método de cultivo primario.
Al nervio cidtico se le eliminé el epineuro y el perineuro. El parénquima sin estos tejidos
conectivos fue tratado con 400 U/ml de colagenasa (Sigma, C-6885) en medio de
cultivo sin SBF durante 15 minutos a 37° C. La viabilidad de las células en suspensién
se determind tanto para el subcultivo de los explantes como para los subcultivos de cé-
lulas aisladas. El medio se cambié a las primeras 24 horas de cultivo y posteriormente
cada tercer dia.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los cultivos por explantes con 10% SFB, la migracién de las primeras células sobre
el soporte de la caja de cultivo se observa a partir del cuarto o quinto dia de cultivo
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y la proliferacién celular es muy lenta. La confluencia en el cultivo primario se logra a
los 20 dias, donde los FE son los que predominan pero se observan células de Schwann
(CS) contaminantes en nuestro caso. Por esta técnica solo se obtuvieron cultivos puros
de fibroblastos en el cuarto subcultivo, a los 35 dias de iniciado el cultivo primario.

Antes de iniciar estos protocolos de cultivos de FE, sabiamos que los fibroblastos eran
las células contaminantes (Morrisson et al., 1991) en todos los cultivos de CS, ya sea
a partir de ganglio de |a raiz dorsal, de nervio cidtico de neonatos o de nervio cidtico
de adulto (Garavito et al.,, 2001; Calderén et al., 2002). Todos estos cultivos fueron
enriquecidos con factores mitogénicos para favorecer el crecimiento de CS. En nues-
tro grupo se ha establecido que los fibroblastos son las células contaminantes de los
cultivos de CS porque proliferan mas rapido, por lo tanto no se afiadieron los factores
mitogénicos en los cultivos por explantes, lo que favorecié en los subcultivos la pro-
liferacién de los FE y asi aumenté la poblacién de FE disminuyendo entre un 70 a un
80% el nimero de CS en los cultivos primarios que llegan a confluencia entre 18 a 22
dias. El aumento de la concentracién del SFB en los cultivos favorece la proliferacién
de los fibroblastos (Paul, 1975), se comprobé una disminucién adn mds notoria de
CSy la proliferacién de FE con un aumento del SFB a 20% logrando una confluencia
de FE a los 12 dias de cultivo primario (Fig. 1). A parir de estos cultivos primarios se
logra una purificacién de FE entre el quinto al séptimo subcultivo.

Figura 1. Cultivo de fibroblastos endoneurales (FE) por explante. Confluencia a los 12 dias del cultivo
primario de FE a partir del explante (estructura redondeada central obscura) de nervio ciatico de
ratén sin epi y perineuro con 20% de suero bovino fetal, (100X).

El objetivo primordial es poder asegurar el origen endoneural de los fibroblastos y
tratar de purificar la poblacién de FE evitando la presencia de CS desde el inicio del
cultivo primario y para evitar los fibroblastos epineurales u otro tipo de fibroblasto
de tejidos conectivos de las vecindades del nervio, se realizaron algunos cambios a la
metodologfa descrita. Se hizo una diseccién més fina, eliminando el epineuro y el pe-
rineuro del nervio cidtico antes del cultivo. El nervio limpio se puso en cultivo como
pequefios fragmentos en la caja de cultivo. Se observé una migracién mas rapida de
los fibroblastos que se daba al segundo dia de cultivo y una proliferacién mas rapida,
esperando con estos resultados que los FE colonizaran la superficie de cultivo de ma-



62 Articulo - Aislamiento y cultivo de fibroblastos endoneurales. Leal, et al.

nera que las CS no pudieran migrar ni proliferan. Efectivamente, se logré un cultivo
de FE con menos CS en el cultivo primario con SBF (20%). La poblacién de FE purifi-
cados se obtenia en el tercer pasaje de cultivo secundario. Para acelerar la prolifera-
cién y aumentar el nimero de fibroblastos en los cultivos primarios y los secundarios,
se aumenté el suplemento de SBF al 20%, encontrando una disminucién en el tiempo
de confluencia aproximadamente a la mitad, es decir 10 a 12 dias de cultivo. Ademas,
una reduccién casi del 95% de células contaminantes comparado con los cultivos
suplementados con 10% de SBF.

Los fibroblastos de los tejidos conectivos como la dermis, cuando se afslan en sus-
pensién y se ponen en cultivo, se adhieren mas rapidamente y esto favorece la proli-
feracién (Paul, 1975). Con el fin de disminuir adin mas el tiempo de obtencién de los
FE, luego de eliminar epineuro y perineuro del nervio se disocié primero enzimadtica
y luego mecdnicamente de manera muy controlada. Con este método la cantidad de
fibroblastos adheridos al soporte fue mucho mayor y su adhesién mucho mas rapida
que en la técnica por explantes, lo que dio como resultado una disminucién en el
tiempo de confluencia que se alcanzé a los cuatro o cinco dias. La contaminacién por
otros tipos celulares en el cultivo se redujo, de manera que con uno o méximo dos
subcultivos se logra una poblacién purificada de FE (Fig. 2).

Figura 2. Siete dias del segundo subcultivo de fibroblastos endoneurales obtenidos por disociaciones
enzimdtica y mecanica del nervio cidtico y 45 dias de cultivo primario. Note que no hay presencia de
células de Schwann. (200X).

La disminucién en los tiempos de confluencia de los cultivos primarios al pasar de la
técnica por explantes a la técnica por disociacién, se debe a que en esta dltima las cé-
lulas no deben migrar a través del nervio para salir de su tejido y adherirse a la caja
para proliferar, sino que fueron liberadas del tejido por la disociacién que se hizo al
parénquima nervioso. Estos fibroblastos se adhirieron en menos tiempo a la superficie
de la caja de cultivo, alcanzando confluencia més rdpido que los cultivos por explan-
tes. La disminucién del tiempo de confluencia practicamente a la mitad empleando
SBF al 20%, se puede deber a la similitud en componentes del SBF y de la sustancia
amorfa del tejido conectivo, que es el medio en el que se encuentran los fibroblastos
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in vivo (Bloom y Fawcett, 1975), favoreciendo de esa manera la proliferacién y la
supervivencia de estas células cuando estdn en cultivo (Hillmann et al., 1999). Este
efecto parece especifico para los fibroblastos, pues no es observado en cultivos de
otros tipos celulares como tirocitos o CS (Denef et al., 1980; Spinel-Gémez et al.,
1990; Perdomo y Camargo, 2001). La eliminacién de CS se vié favorecida porque no
se colocé coldgeno sobre la superficie de los cultivos ni factores mitogénicos. Se sabe
que las CS necesitan este soporte para sobrevivir mejor que sobre el pldstico y mante-
nerse in vitro, usualmente se cubren con coldgeno las cajas para su cultivo, por lo
tanto, aunque las CS logren adherirse al soporte es muy dificil que sobrevivan (Gara-
vito et al., 2001; Calderén et al., 2002). En los cultivos por explantes mantenidos con
SBF al 10%, la contaminacién de las CS al inicio de los cultivos es alta, puesto que
primero migran los fibroblastos y proliferan, y algunos dias después cuando la mono-
capa aumenta pero atin no se ha alcanzado confluencia, empiezan a migrar las célu-
las de Schwann y se establecen y proliferan entre la monocapa de fibroblastos y el
coldgeno que han sintetizado los fibroblastos. La contaminacién se redujo al aumen-
tar la concentracién del 10 al 20% de SBF en los cultivos por explantes, porque se
redujo el tiempo de confluencia de los FE y como el suero no tiene efecto sobre
la proliferacién de las CS, fue menor la cantidad de ellas que logré establecerse en
estos cultivos. En cuanto a los cultivos por disociacién, permanecian casi libres de
contaminantes desde el cultivo primario, puesto que la disociacién libera tanto fibro-
blastos como células de Schwann, pero estas ultimas de no encontrar un ambiente
adecuado para sobrevivir y mantenerse en cultivo, mueren, representando un grado
de contaminacién muy bajo al inicio del cultivo primario.
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