PROGRAMA ANALITICO DEL CURSO:
“CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS DEL SISTEMA NERVIOSO;
HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO CELULAR EN LAS NEUROCIENCIAS”

MODULO 1:Cultivos primarios de Neuronas: a) neuronas corticales
b) células granulares de cerebelo

RESUMEN

En el Sistema Nervioso Central (SNC) de mamiferos existen diversos tipos celulares
que incluyen los distintos tipos de neuronas y las células de la glia. Este mddulo incluye una
actividad teorico-practica en la que se desarrollaran cultivos primarios de neuronas corticales
de rata, partiendo de la corteza de embriones de rata de 17-19 dias de gestacion y cultivos de
neuronas granulares de cerebelo partiendo de los cerebelos disecados de ratas de 6-7 dias de
edad. El aislamiento y cultivo de estos tipos neuronales permite el estudio in vitro de
diferentes procesos celulares, constituyendo un modelo experimental apropiado para
dilucidar mecanismos involucrados en estudios realizados in vivo.
El cultivo primario de neuronas corticales se basa en las técnicas descriptas por (1, 2) y tiene
la ventaja de tratarse de un cultivo altamente enriquecido en neuronas corticales
GABA¢érgicas. La estrategia estd basada en el aislamiento del cerebro en el momento del
desarrollo en el cual un numero importante de neuronas entran en la fase postmitotica de
diferenciacion y coexisten un nimero reducido de precursores gliales proliferantes.

El cultivo primario de células grano de cerebelo se basa en la técnica descripta por
(3) y modificada por Borodinsky y Fiszman(4) . En este caso la estrategia se basa en disecar
los cerebelos de ratas de 7 dias de edad, momento del desarrollo en el cual los otros tipos de
neuronas cerebelares alcanzaron el estadio de diferenciacion mientras que las células grano
todavia estan en condiciones de proliferar.
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MODULO 2y 3: Cultivos primarios de células gliales: oligodendroglia y astroglia

RESUMEN

Las células de la glia se pueden subdividir en macroglia —oligodendroglia y astroglia— y
microglia. Dicha division se establece a partir del origen embrionario de las células. La
macroglia, al igual que las neuronas tiene un origen neuroectodérmico y las células de la
microglia se generan en la capa germinal embrionaria mesodérmica y provienen del tejido
mieloide del sistema inmune que coloniza el SNC durante el desarrollo.

Los contenidos del modulo incluyen las caracteristicas morfolégicas y propiedades
bioldgicas de cada uno de los tipos celulares que se obtienen del cultivo primario mixto de
glia. Las células de la microglia son células mieloides en el parénquima del SNC. Son
macrofagos que representan el sistema inmune innato (Ransohoff y col., 2012) cuya principal
funcion es proteger al SNC de las diversas lesiones mediante la respuesta inmune. Los
astrocitos son las células de la glia mas abundantes del SNC, son de forma estrellada con una
amplia variedad de roles asociados con el mantenimiento de la estructura, la organizacion y
las funciones del cerebro (Maragakis y Rothstein, 2006; Sofroniew y Winters, 2010). En un
principio se los definia como células proveedoras de soporte fisico a las neuronas, pero hoy
se sabe que sus funciones son mucho mas complejas. Los oligodendrocitos (OLGc) son las
células encargadas de mielinizar los axones en el SNC. EI conocimiento de los factores que
regulan su diferenciacién es fundamental para el tratamiento de diversas patologias
desmielinizantes.

Se brindaran consideraciones técnicas especiales y particulares del cultivo para la obtencion
de las diferentes fracciones gliales: microglia, oligodendrocitos y astrocitos junto a la
explicacién del protocolo de cultivo. Métodos de separacién (agitacion, inmunopanning, leu-
leu, etc). Microscopia en vivo de astrocitos de la rata GFP. Contraste de fase. Cultivo de
astrocitos y técnicas de tincién para su identificacion

BIBLIOGRAFIA
1-McCarthy KD, de Vellis J (1980) Preparation of separate astroglial and
oligodendroglial cell cultures from rat cerebral tissue. J Cell Biol 85:890-902.
2-B A. Barres, I. K.Hart, H. S. R. Coles et al., “Cell death in the oligodendrocyte
lineage,” Journal of Neurobiology, vol. 23, no. 9, pp. 1221-1230, 1992
3- Chen Y, Balasubramaniyan V, Peng J, Hurlock EC, Tallquist M, Li J, Lu QR.
(2007) Isolation and culture of rat and mouse oligodendrocyte precursor cells. Nat
Protoc. 2007;2(5):1044-51.
4- Niu J1, Wang L, Liu S, Li C, Kong J, Shen HY, Xiao L. (2012) An efficient and
economical culture approach for the enrichment of purified oligodendrocyte
progenitor cells. J Neurosci Methods. 2012 Jul 30;209(1):241-9. doi:
10.1016/j.jneumeth.2012.05.032. Epub 2012 Jun 9.
5- de Vellis J, Cole R. (2012) Preparation of mixed glial cultures from postnatal rat
brain. Methods Mol Biol. 2012;814:49-59. doi: 10.1007/978-1-61779-452-0_4.
6- O'Meara RW1, Ryan SD, Colognato H, Kothary R. (2011) Derivation of enriched
oligodendrocyte cultures and oligodendrocyte/neuron myelinating co-cultures from
post-natal murine tissues. J Vis Exp. 2011 Aug 21;(54). pii: 3324. doi: 10.3791/3324.



MODULO 4: Cultivos primarios de células de Schwann
RESUMEN

El sistema nervioso periférico (SNP), encargado de transmitir el impulso nervioso,
esta formado por axones mielinizados y no mielinizados envueltos por las células de
Schwann (CS) que son las encargadas de formar la mielina en el SNP. La mielinizacion en
el sistema nervioso periférico (SNP) se produce a partir de una secuencia de eventos que
involucran tanto la proliferacion como la diferenciacion de las células de Schwann (CS) y
que requiere una planificacion altamente programada que resulta en la expresion de genes y
el aumento en la expresion de proteinas de mielina.

La maduracion de las CS se produce durante la etapa embrionaria, a partir de células
de la cresta neural. Los precursores de CS aparecen en el dia embrionario 14 (E14) generados
por las células migrantes de la cresta neural, que adquieren para su diferenciacion la proteina
S100B, se transforman en CS inmaduras en el dia embrionario 17 (E17), siguiendo con la
aparicion de las proteinas de mielina en el momento del nacimiento transformandose en CS
maduras que pueden ser mielinizantes y no mielinizantes.

Una caracteristica fundamental de la maduracion de las CS es su reversibilidad. Esto
significa que frente a una situacion en la que se interrumpe el dialogo entre el axén y la CS,
como puede ser una lesién o un cultivo primario de CS libre de neuronas, se promueve la
desdiferenciacion de las CS. Si se reestablece dicha sefial in vivo o si se suplementa el cultivo
primario con factores neurotroficos o haciendo un cocultivo con neuronas las CS vuelven a
diferenciarse y a expresar marcadores de mielina.

En el presente curso se estudiara la reversibilidad del fenotipo de las CS in vitro
mediante la evaluacion de su desdiferenciacion, una vez mantenidas en cultivo, y su
rediferenciacion frente al agregado de factores neurotroficos adecuados.
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MODULO 5: Cultivo de cortes de cerebelo, tronco y medula espinal.
RESUMEN

El modelo de cultivo de cortes es un muy Util paso intermedio entre los experimentos
invitro y los extensos estudios in vivo, ya que permite seleccionar solo aquellas estrategias
mas promisorias para luego probadas in vivo, acelerando la translacion de dichas terapias
desde el raton al humano, reduciendo el uso de animales, el tiempo y los recursos. Estos
cultivos de cortes pueden ser trasplantados con distintos tipos células progenitoras neurales
y estas células proliferan en respuesta a diferentes dafios, los macrofagos estan presentes para
fagocitar diferentes residuos generados durante el dafio, y los vainas de mielina pueden
regenerarse al igual que los axones. Este sistema puede ser usado para testear diferentes
factores obteniéndose resultados altamente coincidentes con aquellos obtenidos in vivo. En
este sistema no existe suministro sanguineo, por lo cual infiltrados de células T y B no estan
presentes. Por ende su uso es importante a la hora de querer independizar los resultados de
la influencia de la inflamacion periférica.
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