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RESUMEN

Los fibroblastos son tejido-espectficos. normal mente degradan y sintetizan con stante-
mente los diferentes elementos de la rnatriz extracelular (MEC), pero tam bien rernode-
Ian los tejidos en reparaci6n. Los fibroblastos dermicos son los mas estudiados in vitro
e in vivo y se emplean para regenerar la MEC dermica que sirve de apoyo para la regene~
raci6n de la epidermis. La confluencia de los fibroblastos dermicos 0 periodontales se
hace entre los ocho y diez dras de cultivo. En la regeneraci6n de nervios perifericos lesio-
nados, las celulas de Schwarm secretan facto res de crecimiento neurotr6ficos y neuro-
tr6picos y algunos elementos de la MEC necesarios para la regeneraci6n, motivo por el
cual son las mas estudiadas y empleadas. Hasta el momento 105 fibroblastos endoneu-
rales (FE) no se han tenido en cuenta como elernento importante en [a regeneraci6n
nerviosa porque en ocasiones forman fibromas que impiden la regeneraci6n del nervio.
Pero hay indicios, que pueden jugar un papel importante adicional al remodelar la MEC,
secrerando rneraloprotefnas que ademas convierten el preNGF (Nerve Growth Factor)
secretado por las celulas de Schwann en NGF activo que promueve la regeneraci6n
de las neuritas. EI objetivo de este trabajo fue aislar y lograr el cultivo de FE purificados
de nervios ciaticos de rat6n adulto. Se desarrollaron diferentes rnerodos de disecci6n y
digesti6n para obtener los cultivos primarios de FE puros y estudiarlos como se ha he-
cho con celulas de Schwann. Se logr6 aislar selectivarnente FE, alcanzado la confluencia
entre el cuarto y el quinto dfa de cultivo primario en monocapa. La obtenci6n de una
poblaci6n de FE permitira estudios en cultivos tridimensionales y en pr6tesis, para de-
sarrollar y determinar nuevas alternativas en la regeneraci6n de nervios perifericos.
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ABSTRACT

Fibroblasts which are tissue-specific, constantly degrade and synthesize the different
elements ofthe 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,
Schwarm'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 Schwarm'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 Schwarm's cells have been studied.
Selective isolation of EFwas 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

EI sistema nervioso periferico (sNP) comprende los ganglios, los nervios y las term i-
naciones nerviosas situados fuera del sistema nervioso central (sNC) que es confor-
made por el encefato y la medula espinal. La funci6n basica del sNP es mantener a
codas los otros tejidos del cuerpo en comunicaci6n con el sNC. De esta manera codas
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 celulas de Schwann (CS) 0 glia del SNP. A cada fibra nerviosa la
rodea una membrana basal que a su vez esta cubierta de tejido conectivo que recibe
el nombre de endoneuro. Las celulas que recubren varias fibras forman una capa
alrededor de los fasdculos nerviosos Ilamada perineuro. EI tejido conectivo que reune
codas los fasdculos se llama epineuro (Bloom y Fawcett, 1975; Arvidson, 1979;
Sabotta y Hammersen, 1980; Terzis y Smith, 1990).

En vertebrados, e! sistema nervioso se encarga de integrar la funci6n de los compo-
nentes del organismo y de coordinar y controlar las interacciones de este con el medic
ambience, por 10 que resulta muy importance proteger dicho sistema) con este fin, du-
rante la evoluci6n se han desarrollado algunas estrategias que previenen las lesiones del
sistema nervioso central (sNC) y otras, como la plasticidad neural que permiten la repa~
racion esponcanea de las lesiones del sistema nervioso periferico (sNP). La presencia
de lamina 0 membrana basal con sus proteinas neuritogenicas alrededor de las celulas
de Schwann y la interaccion de los brotes axonales con las celulas de Schwann de la
mielina periferica, estimulan Ia regeneraci6n de los axones dariados (Nieto-Sarnpedro y
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verdu. 1998). Los fibroblastos son las celulas del tejido conectivo que secretan la mayo-
rfa de los componentes de la rnatriz extracelular, como: proteoglicanos, glicosaminogli-
can os, fibras de adhesion y fibras de soporte, principal mente colageno fibrillar. Los fi-
broblastos son celulas muy versatiles que tienen la capacidad de diferenciarse en otras
celulas del tejido conectivo en respuesta a un dana 0 a estfmulos adecuados. Existen evi-
dencias de que los frbroblastos son celulas rejido-especfficas, 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-
gad os y delgados rodeados por el colageno endoneural que producen (Olsson, 1998).

Hay una controversia en la literatura sobre el papel de los fibroblastos en la rege-
neraci6n de los nervios. Los fibroblastos tendnan una influencia negativa cuando se
forman neuromas que impiden la regeneracicn 0 secretan el peptidoglicano NG3 que
forma la cicatriz del nervio e inhibe la proliferaci6n de los axones. Estudios de regene-
raci6n en cameras con poros han proporcionado evidencia que los fibroblastos parcial-
mente son responsables de la alteracion topografica del nervio en regeneraci6n (jenq y
Coggeshall, 1985; Jenq y Coggeshall, 1987; Jenq et al., 1987; Hurtado et al.,1987 y
Hurtado, 1997) y, como secretan colageno y fibronectina que son el sustrato y la gufa
del crecimiento axonal, liberan facto res de crecimiento que estimulan las eta pas inicia-
les de la regeneraci6n. Los fibroblastos tam bien secretan colagenasa y otras rnetalopro-
tesas (Langer y Vacanti, 1993; Watchmaker y Mackinonn, 1997; Heat y Rutkowski,
1998) que permiten la renovaci6n y reorganizaci6n con stante del tejido conectivo
normal en el adulto (Wong et at., 2001). La presencia de fibroblastos podrta ser im-
portante durante el proceso de regeneraci6n al madurar el preNGF en NGF. Adicional-
mente, se conoce que estas celulas participan en los procesos de cicacrizacion para la
recuperaci6n de los tejidos lesionados de acuerdo a los facto res que los estimulan.
Se ha encontrado que existe una cooperaci6n de fibras de adhesi6n y fibras de so porte
de la matriz extracelular durante el crecimiento axonal in vitro al variar concentraciones
y combinaciones de estos elementos fibrosos (Tong et al., 1997).

EI endoneuro tiene una gran cantidad de colageno fibrilar, que forma el esqueleto
principal para las fibras nerviosas y los fasdculos del nervio, confiriendole al nervio
resistencia a las fuerzas de cornpresion y estiramiento. Se ha demostrado in vitro que
el colageno es necesario para la formaci6n de mielina (Liu, 1992; Olsson, 199B). Las
fibras de colageno intrafascicular son mas delgadas que las que se encuentran en el
epineuro y se orientan principalmente a 10 largo del nervio (Olsson, 1998). La fibras
de colageno tipo I y III del epineuro y endoneuro se localizan en la misma regi6n
espacial, pero, en el endoneuro es mas abundante el colageno tipo I (Olsson, 199B).
El prop6sito de cualquier tecnica de reparacion de nervio es reestablecer la continui-
dad del nervio incluyendo todos sus elementos, con el fin de lograr una optima reiner-
vaci6n del tejido blanco (Langer y Vacanti, 1993; Nieto-Sampedro y Verde, 1998).
Para esto es importante estudiar los elementos celulares que se encuentran implica-
dos en la regeneracion nerviosa, por eso proponemos aislar y caraeterizar los fibro-
blastos endoneurales (FE) para ser utilizados en estudios futuros, similares a los rea-
lizados can las celulas de Schwann.
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MATERIALES Y MET-ODOS

Los fibroblastos endoneurates (FE) se aislaron a partir de nervio ciarico de ratones ICR
(20 a 30 g) provenientes del Bioterio de Experimentacion y Produccion del lnscituto
Nacional de Salud, Bogota, Colombia. Se sacrificaron par dislocacion cervical, se extra-
jeron los nervios ciaricos en condiciones de asepsia y se colocaron en medio de cultivo
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma, R-4130) con SO mg/ml de penicilina
y SO 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 2S ern',
Los cultivos se rnantuvieron con 5 ml por caja de medio suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, 26140079), en una atmosfera de CO, (5%) a 37" C
Y560 mm de Hg; el medio se cambia cada tercer dfa hasta obtener confluencia (Hurta-
do, 1991; Mufieton etal., 1998) y, como se ha descrito para las celulas de Schwann
(Garavito et 01.,2001), con una solucion de tripsina 0,25% (Sigma, T-4799). La via-
bilidad de las celulas en suspensi6n se determin6 en camara Neubauer con azul trypan
(0,5%); (Sigma, T-8154). EI subcultiuvo se inicia con 100.000 celutas/ml hasra lograr
de nuevo confluencia. Este protocolo se repitic hasta realizar tres subcultivos. Los fi-
broblastos fueron identificados por su morfologra. En otro protocolo que se reafizo,
afiadio 20% de SFB en el cultivo primario por explantes y en los subcultivos.

Paralelamente, se realize el cultivo de celulas de Schwann (CS) segun los protocol os ya
establecidos en ellaborarorio por explante de nervio ciatico y de ganglio de la rarz dor-
sal (GRD). Adernas, se hizo disociacion del nervio y de los GRD, primero enzimatica
(750 U/ml de colagenasa, Sigma, C-6885), seguida de una mecanica con ayuda de
pipetas. EI cultivo se hizo en frascos ptasticos de cultivo de 2S ern' recubiertas con 0,1
mglml de colageno tipo I extrafdo de colas de rata. Los cultivos se rnantuvieron con S
ml de medio poreaja suplementado con SFB (10%), en una atmosfera de CO, (5%) a
37QC y 560 mmHg de presion; el media se carnbio cad a tercer dla hasta obrener con-
fluencia (Hurtado, 1991; Mufieton et 01., 1998; Garavito et 01., 2001; Calderon et 01.,
2002). En los subcultivos se logro de un 7S a 80% de CS en monocapa (Garavito etal.,
2001; Perdomo y Camargo, 2001; Calderon et 01., 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 desarrollo otro metodo de cultivo primario.
AI nervio ciatico se Ie elimino el epineuro y el perineuro. El parenquima sin estos tejidos
conectivos fue tratado con 400 U/ml de colagenasa (Sigma, C-6885) en medio de
cultivo sin SBF durante 1S minutos a 3T' C. La viabilidad de las celulas en suspensi6n
se determin6 tanto para el subcultivo de los explames como para los subcultivos de ce-
lulas aisladas. EI medio se cambio a las primeras 24 horas de cultivo y posteriormente
cada tercer dla.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los cultivos por explames con 10% SFB, la migracion de las primeras celulas sobre
el soporte de la caja de cultivo se observa a partir del cuarto 0 quinto dfa de cultivo
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y la proliferaci6n celular es muy lema. La confluencia en el cultivo primario se logra a
los 20 dfas, donde los FE son los que predominan pero se observan celulas de Schwann
(CS) conrarninantes en nuestro caso. Por esra tecnica solo se obtuvieron cultivos puros
de fibroblastos en el cuarto subcultivo, a los 3S dlas de iniciado el cultivo primario.

Antes de iniciar estos protocolos de cultivos de FE, sabfamos que los fibroblastos eran
las celulas contaminanres (Morrisson etal., 1991) en todos los cultivos de CS, ya sea
a partir de ganglio de la rafz dorsal, de nervio ciatico de neonates 0 de nervio ciatico
de adulto (Garavito et al., 2001; Calder6n eta!., 2002). Todos estos cultivos fueron
enriquecidos con facto res rnitogenicos para favorecer el crecimiento de CS. En nues-
tro grupo se ha establecido que los fibroblastos son las celulas contaminantes de los
cultivos de CS porque proliferan mas rapido, por 10tanto no se afiadieron los facto res
rnitogenicos en los cultivos por explantes, 10 que favoreci6 en los subcultivos la pro-
liferacion de los FE y as! aument6 la poblaci6n de FE disminuyendo entre un 70 a un
80% el numerc de CS en los cultivos primarios que llegan a confluencia entre 18 a 22
dias. EI aumento de la concentraci6n del SFB en los cultivos favorece la proliferaci6n
de los fibroblastos (Paul, 1975), se comprob6 una disminuci6n aun mas notoria de
CS y la proliferaci6n de FE con un aumento del SFB a 20% logrando una confluencia
de FE a los 12 dfas de cultivo primario (Fig. 1). A parir de estos cultivos primarios se
logra una purificaci6n de FE entre el quinto al septimo subcultivo.

Figura 1. Cultivo de fibroblasros endoneurales (FE) por explante. Contluencia a los' 2 dlas del cultivo
primario de FE a partir del explanre (escructura redondeada central obscura) de nervio ciatico de
raton sin epi y perineuro con 20% de suero bovine fetal, (' OOX).

EI objetivo primordial es poder asegurar el origen endoneural de los fibroblastos y
tratar de purificar la poblaci6n de FE evitando la presencia de CS desde el inicio del
cultivo primario y para evitar los fibroblasros epineurales u otro tipo de fibroblasto
de rejidos conectivos de las vecindades del nervio, se realizaron algunos cambios a la
merodologra descrira. Se hizo una disecci6n mas fina, eliminando el epineuro y el P'"
rineuro del nervio ciatico antes del culrivo. El nervio lirnpio se puso en cultivo como
pequefios fragmentos en la caja de cultivo. Se observ6 una migraci6n mas rapida de
los fibroblastos que se daba al segundo dfa de cultivo y una proliferaci6n mas rapida,
esperando con estos resultados que los FE colonizaran la superficie de culrivo de ma-
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nera que las CS no pudieran migrar ni proliferan. Efectivamente, se logr6 un cultivo
de FE con menos CS en el cultivo primario con SBF (20%). La poblaci6n de FE purifi-
cados se obtenfa en el tercer pasaje de cultivo secundario. Para acelerar la prolifera-
ci6n y aumentar el numero de fibroblastos en los cultivos primaries y los secundarios,
se aumenr6 el suplemento de SBF al 20%, encontrando una disminuci6n en el tiempo
de confluencia aproximadamenre a [a mitad, es decir 10 a 12 dtas de culrivo. Ademas,
una reducci6n casi del 95% de celulas contaminantes comparado con los cultivos
suplementados con 10% de SBF.

Los fibroblastos de los tejidos conectivos como la dermis, cuando se aislan en sus-
pension y se ponen en cultivo, se adhieren mas rapidarnente y esto favorece la proli-
feraci6n (Paul, 1975). Con el fin de disrninuir aun mas el tiernpo de obrenci6n de los
FE, luego de elirninar epineuro y perineuro del nervio se disocio primero enzimatica
y luego rnecanicamente de manera muy controlada. Con este metodo la cantidad de
fibroblasros adheridos al soporte fue mucho mayor y su adhesion mucho mas rapida
que en la tecnica por explantes, 10 que die como resultado una disminuci6n en el
tiernpo de confluencia que se alcanz6 a los cuatro a cinco dlas. La contaminaci6n par
otros tipos celulares en el cultivo se redujo, de manera que con uno 0 maximo dos
subeultivos se logra una poblaei6n purifieada de FE (Fig. 2).

Figura 2. Siece dfas del segundo subcultivo de fibroblastos endoneurales obrenidos por disociaciones
enzimacica y mecanica del nervio ciatico y 45 dras de cultivo primario. Note que no hay presencia de
celulas de Schwarm. (200X).

La disminuci6n en los tiempos de confluencia de los cultivos primarios al pasar de la
tecnica por explantes ala tecnica por disociaci6n, se debe a que en esta ultima las ce-
lulas no deben migrar a rraves del nervio para salir de su rejido y adherirse a la caja
para proliferar, sino que fueron liberadas del tejido por la disociaci6n que se hilO al
parenquima nervioso. Estos fibroblastos se adhirieron en menos tiempo a la superficie
de la caja de cultivo, alcanzando confluencia mas rapido que los cultivos por explan-
tes. La disminuci6n del riempo de confluencia practicamenre a la mitad empleando
SBF al 20%, se puede deber a la similiwd en componentes del SBF y de la sustancia
amorfa del rejido conectivo, que es el media en el que se encuentran los fibroblastos



Acta Biol6gicaColombiana, Vol. 9 No.2, 2004 63

in vivo (Bloom y Fawcett, 1975), favoreciendo de esa manera la proliferaci6n y la
supervivencia de esras celulas cuando esran en cultivo (Hillmann et al., 1999). Este
efecto parece especffico para los fibroblastos, pues no es observado en cultivos de
otros tipos celulares como tirocitos 0 CS (Denef et al., 1980; Spinel-Gomez et al.,
1990; Perdomo y Camargo, 2001). La eliminaci6n de CS se vi6 favorecida porque no
se coloc6 colageno sobre la superficie de los cultivos ni factores mitogenicos. Se sa be
que las CS necesitan este soporte para sobrevivir mejor que sobre el plastico y rnante-
nerse in vitro, usualmenre se cubren con cotageno las cajas para su cultivo, por 10
tanto, aunque las CS logren adherirse al sopon::e es muy diflcil que sobrevivan (Gara-
vito et ot., 2001; Calder6n et al., 2002). En los cultivos por explantes mantenidos con
SBF al 10%, la contaminaci6n de las CS al inicio de los cultivos es alta, puesto que
primero migran los fibroblastos y proliferan, y algunos dfas despues cuando la mono-
capa aumenta pero aun no se ha alcanzado contluencia, ernpiezan a migrar las celu-
las de Schwann y se establecen y proliferan entre la monocapa de fibroblastos y el
colageno que han sintetizado los fibroblastos. La contaminaci6n se redujo al aumen-
tar la concentracion 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 proliferaci6n de las CS, fue menor la cantidad de elias que logr6 establecerse en
estes cultivos, En cuanro a los cultivos por disociacicn, permanecfan casi libres de
contaminanres desde el cultivo primario, puesto que la disociacion libera tanto fibro-
blastos como celulas de Schwann, perc estas ultimas de no encontrar un ambience
adecuado para sobrevivir y mantenerse en cultivo, mueren, representando un grado
de contaminaci6n muy bajo al inicio del cultivo primario.
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