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RESUMEN

En este trabajo se evalan diferentes técnicas para obten-
cién y cultivo de células de Schwann provenientes del
nervio periférico de rata adulta, de las cuales la que evi-
dencia mejor respuesta es la que combina una degenera-
cién walleriana durante 14 dias in vitro, seguida de una
disociacion enzimatica.

La adicion de mitégenos como la forskolina y extracto de
pituitaria no muestra un efecto sobre estas células. Los
niveles de enriquecimiento en células de Schwann, defi-
nidos de acuerdo con patrones morfoldgicos y de expre-
sién de marcadores tales como la proteina S-100 o la pro-
teina acida fibrilar glial (GFAP), son buenos (del orden
de 80-88%) hasta los ocho dias de cultivo. La deteccion
de bromodeoxiouridina (BrdU) incorporada por células
en fase S del ciclo celular, demuestra que en términos ge-
nerales la tasa de incorporacion de BrdU de las células
guales del sistema nervioso periférico no cambia.

Palabras clave: nervio periférico, regeneracion, célula
de Schwann, cultivo celular, ingenieria de tejidos,
mitdgenos.

SUMMARY
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This study evaluated some techniques for culture and
growth of Schwann Cells from adult rats peripheral nerves.
The best of these methods is a combination of in vitro
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Wallerian degeneration during 14 days, followed by an
enzimatic dissociation with collagenase and dispase
Mitogens like forskolin and pituitary extract do not have
any effects on these cells. Enrichement of the culture
(measure by morphological and inmunocitochemical
criteria) was about 80-88% until 8 days in culture. Stable
Level of BrdU incorporation suggested that the population
of cells entering S phase does not change.

Key words: peripheral nerve, regeneration, Schwann cell, cell
culture, tissue engineering, mitogens.

INTRODUCCION

Como todos los sistemas bhioldgicos, el nervio periférico es
susceptible de sufrir lesiones. Estas van desde las causa-
das por agentes patégenos, problemas metabdlicos e in-
munolégicos, hasta las originadas por traumas. La repara-
cién y la recuperacion funcional de una lesién de este tipo
depende de multiples factores tanto intrinsecos como ex-
trinsecos a la neurona (Fu y Gordon, 1997). El primer factor
intrinseco es la supervivencia de la neurona a la lesién, que
depende del tipo de neurona, de la edad del individuo y del
grado y proximidad de la lesién al cuerpo neuronal (Lowrie
et al., 1994, Fuy Gordon, 1997).

Las neuronas que sobreviven a la lesion pasan de un
"modo de transmision" a un "modo de crecimiento”. Este
cambio se ve reflejado tanto morfolégica como
bioquimicamente. En el primer caso los cambios més noto-
rios son el aumento en el soma de la neurona y del nucléolo,
la excentricidad nuclear y la desapariciéon de los cuerpos
de Nissl; estas modificaciones morfol6gicos son conocidas
como reaccion cromatolitica. En el segundo caso se obser-
va la sobrerregulacion de proteinas como la proteina aso-
ciada al crecimiento (GAP-43), proteinas de citoesqueleto
como actina y tubulina, neuropéptidos como el péptido rela-
cionado con el gen de la calcitonina (CGRP), la galanina, el
péptido vasoactivo intestinal (VIP) y la sustancia P, y la re-
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gulacion negativa de proteinas tales como neurofilamento,
la enzima colina acetil transferasa y el neuropéptido, entre
otras. Todos estos cambios estan relacionados con el es-
fuerzo sintético necesario para regenerar el segmento
faltante del axén y su membrana (Fu y Gordon, 1997).

Una serie de cambios extrinsecos a la neurona suceden
en el extremo distal del nervio; estos cambios son conoci-
dos como la degeneracion walleriana. Estas modificacio-
nes del extremo distal son importantes para la
guimioatraccion y la formacién de un sustrato favorable para
la regeneracion de las fibras. Estos cambios ocurren a dife-
rentes niveles: morfoldgico, bioquimico y molecular.

A nivel morfoldgico algunos de los cambios principales
son:

» Destruccion de los axones (Griffin y Hoffman, 1993).

» Proliferacion de las células de Schwann (Cheng et al.,
1995;Liu et al., 1995b).

» Colonizacion de la extremidad distal por macréfagos y
otras células inflamatorias (Avellino et al., 1995; Liu et
al., 1995a).

» Destruccion de la mielina (Liu et al., 1995b).

» Formacion de las bandas de Biingner (Bunge, 1994).

* Incremento de la permeabilidad vascular (Griffin y
Hoffman, 1993).

Estos cambios se manifiestan en factores bioquimicos y
moleculares como:

» Lare-expresion de moléculas de membrana, que inicial-
mente se expresan durante el desarrollo como el factor
de crecimiento nervioso (NGF), el receptor para este
factor (rNGF), la molécula de adhesién celular neural
(N-CAM), la L1 y el galactocerebrésido (Sciacco et al.,
1992; Liu et al., 1995a).

e Ladisminucién y eventual desaparicion de la proteina
S-100 y del factor de crecimiento nervioso ciliar (CNTF)
por las células de Schwann (Spreca et al., 1989).

» Lasuspension de la sintesis de proteinas de la mielina
como la Po, la proteina basica de la mielina (MBP), PMP-
22y glicoproteina asociada a la mielina (MAG) (Scherer
et al., 1994).

» Lasintesis del factor inhibitorio de la leucemia (LIF), del
NGF, del factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF), del factor de crecimiento transformante p
(TGFP), y de la proteina asociada al crecimiento 43
(GAP-43) por las células guales (Curtis et al., 1994;
Scherer et al., 1994; Liu etal., 1995b).

» La sintesis elevada de colageno tipos | y Ill por los
fibroblastos y su acumulacién en el extremo distal
(Siironen et al., 1992; Siironen et al., 1995).

» La pérdida de la subunidad p4 de la integrina por las
células de Schwann (Niessen et al., 1994).

» Elreciclaje parcial de lipidos en las células de Schwann
(Goodrum et al, 1994).

La denervacion cronica también lleva a una disminucion
considerable o incluso a la muerte de las células de
Schwann, la destruccién de las laminas basales y la
fibrotizacion exagerada del endoneurio (Griffin et al., 1993),
hechos que restringen considerablemente la capacidad del
tronco nervioso para soportar el crecimiento de las fibras
provenientes de la extremidad proximal (Siironen et al.,
1995).

Numerosos estudios han demostrado que las células de
Schwann son importantes para la regeneracion del sistema
nervioso. Estas células producen una serie de moléculas
gue favorecen el crecimiento de las fibras nerviosas. Estas
moléculas pueden ser solubles como el NGF. El LIF, el fac-
tor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF) y otros estan
asociados a la matriz extracelular; especialmente a la lami-
na basal, como el complejo protoglicano-laminina. Estas
caracteristicas han permitido a los investigadores utilizar la
implantacion de estas células para promover la regenera-
cion, tanto del sistema nervioso central (SNC) como del
sistema nervioso periférico (SNP). Se han incluido células
de Schwann en geles con el fin de promover la regenera-
cion en el SNC (Xu et al., 1995); mas aun, se ha demostra-
do que la glia periférica (células de Schwann) puede con-
trarrestar la inhibicion ocasionada por la glia central, al me-
nos de los astrocitos (Guenard et al., 1994). En el SNP se
conoce que las células sobreviven a la implantacién y esti-
mulan la regeneracion y la mielinizacion (Kim et al., 1994).
Ademas se ha sugerido que las células pueden utilizarse
para el tratamiento de las neuropatias desmielinizantes (Van
der Berg et al., 1995).

Algunos marcadores utilizados para diferenciar células
de Schwann en cultivo incluyen proteinas como la S-100 y
la GFAP. La proteina S-100 pertenece a una superfamilia
de proteinas de unidn al calcio que pueden regular diversas
funciones celulares, incluyendo la comunicacion intercelular,
crecimiento y estructura celular, asi como el metabolismo y
transduccion de sefiales intracelulares. Esta proteina se
expresa en diversos tipos celulares, incluyendo las células
guales (Zimmer, et al., 1995).

La proteina acida fibrilar glial (GFAP), es un miembro de
un grupo heterogéneo de filamentos intermedios que se
encuentran en las células guales tanto del sistema nervioso
central como del periférico (Stephenson y Byers, 1995).
Como marcador no radiactivo de células que entran en fase
S, se utiliza la bromodeoxiuridina (BrdU), un analogo de la
timidina, que se incorpora dentro del ADN en el momento
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de su replicacion, permitiendo asi detectar las células que
entran en fase S del ciclo celular, el cual puede ser detecta-
do inmunocitoguimicamente (Rahirant et al., 2000).

Teniendo en cuenta los hechos mencionados anterior-
mente, en el Laboratorio de Neurociencias del Instituto Na-
cional de Salud hemos iniciado una serie de trabajos enca-
minados al desarrollo de protesis bioartificiales para el tra-
tamiento de lesiones del nervio periférico. En ese contexto,
se requieren profundos estudios in vitro para definir condi-
ciones adecuadas para soportar la regeneracion, de tal
manera que las protesis asi desarrolladas puedan ser en-
sayadas in vivo en modelos animales, y eventualmente en
seres humanos. En este articulo reportamos algunas ob-
servaciones sobre la biologia de la célula de Schwann de
rata en cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y cultivo de células de Schwann (Morgan et a/.,
1991; Ansselin, 1995; Morrissey et a/., 1991; Casella et al.,
1996; Garavito, 1996; Mufetén et al., 1998; Garavito et
al., en prensa).

Se realizaron en total 24 cultivos primarios a partir de
ratas Wistar adultas (200-250 g de peso corporal) obteni-
das del Bioterio del Instituto Nacional de Salud. Se realiza-
ron tres procedimientos diferentes para la obtencion de cul-
tivos enriquecidos en células de Schwann. Los métodos in-
cluyeron;

« Explantes mantenidos en suspension durante catorce
dias, posteriormente disociados, y las células obtenidas
se cultivaron en un medio con o sin mitégenos (forskolina
y extracto de pituitaria).

» Explantes adheridos a un sustrato de colageno, se
reexplantaron 3-4 veces en un tiempo no mayor a 2
meses, posteriormente se disociaron, y se mantuvieron
en un medio con o sin mitégenos.

» Disociacion directa de los explantes y las células se
mantuvieron en un medio con o sin mitégenos.

Para llevar a cabo la obtencion de las células, los anima-
les se sacrificaron por decapitacion. Una vez listo el animal,
se bafié su dorso en alcohol antiséptico, se disecé la piel,
se tuvo acceso a los musculos de la pierna y finalmente al
nervio ciatico. Se obtuvieron los dos nervios ciaticos de cada
animal, a los cuales se les retiré el epineuro bajo
estereoscopio ?/ luego se cortaron en trozos de aproxima-
damente 1 mm®.

Se utilizaron dos tipos de medio para el mantenimiento

de las células en el estudio, un medio con mitégenos que
contenia DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbeco),
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suero fetal bovino al 10%, penicilina 100U/ml, estreptomicina
100 mg/ml, anfotericina B 0,25 pg/ml, forskolina 2 uM y ex-
tracto de pituitaria 20ug/ml, y un medio que contenia lo
mismo que el anterior pero sin mitdgenos (forskolina y ex-
tracto). Los explantes obtenidos fueron procesados de dife-
rentes maneras, y se agruparon as:

Grupo 1

Tres cultivos primarios que se sometieron a disociacion
enzimatica directa (inmediatamente obtenidos los
explantes), con una combinacion de dispasa 0,4 U/ml y
colagenasa 80 U/ml, durante toda la noche. Posterior a la
disociacion, la mitad de las células se trataron con un me-
dio que contenia mitbgenos y la otra mitad con un medio
sin éstos. Las células se sembraron en cajas de poliestireno
de 6 pozos cubiertos con colageno tipo | al 0,01 %. Se sem-
braron 9 pozos por cada condicién, con un promedio de
50.000-100.000 células por pozo.

Grupo 2

Los explantes se sometieron al mismo procedimiento de
disociacién pero después de mantenerse en suspension
durante catorce dias, la mitad de los explantes siempre es-
tuvo en presencia de mitdgenos, mientras que la otra mitad
no. Las células provenientes de cada grupo de explantes
fueron divididas en dos; las primeras fueron mantenidas con
mitdgenos Y las restantes no. Posterior a su disociacion,
todas las células fueron sembradas en cajas de 6 pozos
cubiertas con colageno tipo |. Se sembraron 9 pozos por
cada condicion, con un promedio de 250.000 células por
pozo.

Grupo 3

Un tercer grupo de explantes adheridos a un sustrato de
colageno tipo |, se reexplantaron en tres ocasiones distin-
tas en un periodo aproximado de dos meses, y posterior-
mente se disociaron y se mantuvieron como el grupo ante-
rior. La siembra de los explantes y de las células posterior a
la disociacion igualmente se hizo en cajas de poliestireno
de 6 pozos sobre un sustrato de colageno tipo I. Se sem-
braron 9 pozos por cada condicion con un promedio de
200.000 células por pozo.

Grupo 4

Explantes que después de haber estado suspendidos por
catorce dias en medio DMEM suplementado con suero se
disociaron enzimaticamente y una vez adheridas las célu-
las se someti6 la mitad de éstas a concentraciones diferen-
tes de forskolina (2,10 y 20 uM), mas extracto de pituitaria
en la misma concentraciéon (20 mg/ml). La otra mitad se
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mantuvo en un medio sin mitbgenos. Se sembraron 9 po-
Zos por cada condicion con un promedio de 250.000 célu-
las por pozo.

Grupo 5

Similar al grupo 2, pero las células se sembraron en cajas
de 24 pozos sobre cubreobjetos cubiertos con colageno tipo
| (0,01%). Se sembr6 un promedio de 50.000 células por
pozo. A este grupo se le realiz6 la deteccion
inmunocitoquimica de las proteinas S-100, proteina acida
fibrilar glial (GFAP), o de la bromodeoxiuridina (BrdU) incor-
porada por las células, a los 3, 5, 7,12 y 15 dias.

Inmunocitoquimica

A los cultivos de células obtenidos en el grupo 5 se les rea-
liz6 una inmunodeteccion para S-100, GFAP o BrdU. Para
realizar la deteccion se fijaron las células en
paraformaldehido al 4% durante 1 hora, se lavaron con bu-
ffer fosfato y se permeabilizaron con Tritén X-100, prepara-
do en el buffer. Luego se bloguearon los sitios inespecificos
con suero de caballo y posteriormente se incubaron con el
anticuerpo primario policlonal anti S-100 (1:500), policlonal
anti GFAP (1:16) o monoclonal anti BrdU (1:80) a 37 grados
centigrados durante una hora.

En el caso de la deteccion de la BrdU incorporada, pre-
vio a la incubacion con el anticuerpo primario, se llevé a
cabo la desnaturalizacion del ADN con HCI 2N durante 30
minutos seguida de una neutralizacion con tetraborato de
sodio 0.1 M a pH 8,5 durante 10 minutos. Después de rea-
lizar los lavados pertinentes se incubaron los cultivos con el
anticuerpo secundario biotinilado correspondiente durante
30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se apli-
c6 el complejo avidina- biotina-peroxidasa a una dilucion
1:100; se incubd por 45 minutos. El revelado se hizo con
diaminobenzidina, luego se realiz6 una contracoloracion con
Hemalun de Meyer, y se deshidrat6 e hizo el montaje sobre
laminas portaobjetos.

Conteos

De los cultivos del grupo 5 a los cuales se les realizé
inmunodeteccién para S-100, GFAP o BrdU, se contaron
500 células por pozo y en cada caso se conté un minimo de
9 pozos distinguiendo tipos morfologicos: células de
Schwann bipolares o tripolares, con prolongaciones largas,
forma ahusada y nulcleos pequeiios, o fibroblastos gran-
des, con citoplasma explayado, poco denso y con nucleos
grandes y presencia 0 ausencia del respectivo marcador.

RESULTADOS

Después de haber llevado un seguimiento y control de to-
dos los cultivos por observacién en microscopio de con-
traste de fases se hicieron las siguientes observaciones
cualitativas:

Grupo 1

En este grupo los explantes se disociaron inmediatamente
fueron obtenidos. El producto de esta disociacion fue gran
cantidad de células con morfologia fibroblastica y menor
cantidad de células con morfologia Schwann; se obtuvo un
promedio de 6 x 10* células/ml, con adicién o no de
mitdgenos. Asi mismo se observo gran cantidad de detritos
de mielina y pocas células sueltas a pesar del tiempo de
disociacion. La viabilidad celular tuvo un promedio de 95%.

Grupo 2

Los explantes se mantuvieron en suspension, y pasados
14 dias fueron disociados en una mezcla de colagenasa
0,04% y dispasa 0,2%. El nimero de células en el momen-
to de la siembra arrojan un promedio de 2 x 10° células/m.
Este método mostré los mejores resultados en el estudio,
por lo que se observa gran cantidad de células con morfolo-
gia Schwann y pocas con morfologia fibroblastica (figura
1A). Se observo excelente adhesion de las células al sus-
trato dentro de la primera semana de haber sembrado las
células.

Grupo 3

En 3 ocasiones el reexplante secuencia! de los explantes
se realiz6 en un tiempo aproximado de 8 semanas. Este
procedimiento permite eliminar gran cantidad de fibroblastos
presentes en el nervio periférico, al mismo tiempo que se
enriquecen los explantes con células de Schwann (figura
1B). Aparentemente se obtienen resultados similares al
método de explantes en suspensién. Este método presenta
desventajas tales como el tiempo que se requiere para la
obtencién de las células, el gasto de reactivos y materiales
para el mantenimiento del cultivo y las mayores probabili-
dades de contaminacion por la gran cantidad de manipula-
cion que conlleva.

Grupo 4

De acuerdo con los resultados obtenidos con la técnica de
explantes en suspension, en la cual no se observaron dife-
rencias en el enriquecimiento en presencia o ausencia de
mitdgenos, se evaluaron mayores concentraciones de
forskolina con el fin de observar su efecto sobre el enrique-
cimiento. Sin embargo, en los cultivos gue tuvieron un man-
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Figura 1.

A. 200X. Células de Shwann 4 dias en cultivo. Disociado después de 14 dias. Notese la refringencia de las células de
Shwann (flecha) y la presencia de algunos fibroblastos (*). Barra 1 cm =50um.

B. 200X. Tercer reexplante. Observe el enriqguecimiento del cultivo con células de Schwann (flecha) a partir del explante.
Barra 1 cm =50um

C. 1.400X. Control negativo. Inmunocitoquimica, contracoloraciéon hemalun de Meyer. Véase el color violeta de las
células con morfologia Schwann (flecha) y fibroblastica (*). Barra 1 cm = 7um.

D. 1.400X. Inmunocitoquimica para GFAR Mareaje de células de Schwann de color marrén (flecha), al fondo
fibroblastos contracoloreados con hemalun de meyer de color violeta (*). Barra 1 cm = 7um.

E. 1.400X. Inmunocitoquimica para BrdU. Note el mareaje de nucleos de células de Schwann (flecha) y el de células
con morfologia fibroblasto (*) ambos de color marrdn. Nétese algunos niicleos no marcados de color violeta (-). Barra 1

cm = 7pm.
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tenimiento con forskolina 10 y 20 uM, la adhesioén celular
fue bastante pobre y la morfologia de las células vario; se
observaron células con morfologia fibroblastica bastante
grandes redondeadas y nlcleos prominentes. Se observa-
ron pocas células con morfologia Schwann.

Grupo 5

En este grupo, al igual que en el anterior, se utiliz6 el méto-
do de explantes suspendidos pero en un medio sin mito-
genos hasta su disociacién. Una vez disociadas y adheri-
das las células, se sometié a la mitad de éstas a un medio
con mitdgenos. La mitad restante permanecio sin éstos. No
se observaron diferencias marcadas, aparentemente. Como
en el grupo 2, en los cultivos tratados con mitégenos las
células con morfologia Schwann, que son la mayoria, tuvie-
ron una forma mas alargada y presentaron una disposicion
de cadenas en toda la superficie del cultivo.

Inmunocitoquimica

Los resultados de las inmunocitoquimicas para S-100, GFAP
y BrdU realizadas en este experimento se ilustran en la fi-
gural (C,DyE),yenlas graficas 1, 2 y 3. Se resumen a

continuacion:

S-100 (gréfica 1)

90 .

[Ch @ %SC+ |

50 | %FB+ |

30 0 %SC- I
O %FB- |

Grafica 1. Porcentaje de expresion de S-100 en diferentes
tiempos, en células con morfologia Schwann y
fibroblastica, con o sin mitégenos.

M: Mitbgenos

SM: Sin mitégenos

d: Dias

Los datos indican que el enriquecimiento de los cultivos en
células de Schwann positivas a los tres dias se encuentra
en alrededor de un 81%. A partir del dia 7 hay una ligera
disminucién del porcentaje de células de Schwann positi-
vas, y permanece a partir de este dia relativamente cons-
tante hasta el dia 15. No parece haber diferencia entre los
grupos con y sin mitégenos. El porcentaje de células de
Schwann no marcadas es muy bajo en ambos grupos. La

poblacién de fibroblastos no marcados aumenta a partir de
los 7 dias, permaneciendo constante hasta el dia 15.

GFAP (gréfica 2)
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Grafica 2. Porcentaje de expresion de GFAP en diferentes
tiempos, en células con morfologia Schwann (SC+, SC-) y
fibroblastica (FB+, FB-), con o sin mitdgenos.

M: Mitégenos

SM: Sin mitbgenos

d: Dias

El comportamiento de los cultivos a los cuales se les reali-
z6 inmunocitoquimica para GFAP es similar al encontrado
en S-100. No hay cambios evidentes entre los grupos trata-
dos y no tratados con mitégenos. Asi mismo el enriqueci-
miento disminuye ligeramente en el dia 7 y permanece casi
constante hasta el dia 15. La poblacion de células con mor-
fologia fibroblastica que no expresan GFAP aumenta con el
tiempo y es ligeramente mayor a la encontrada en S-100. Al
igual que en S-100, las células con morfologia tipica
Schwann que no expresan GFAP son muy pocas.

BrdU (gréfica 3)

100 ¢
80 1— | %SC+
60 4 | %-FB+
40 - 0O %SC
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S o

Grafica 3. Porcentaje de proliferacién (incorporacion
BrdU) en diferentes tiempos, en células con morfologia
Schwann (SC+, SC-) y fibroblastica (FB+, FB-), con o sin
mitégenos.

M: Mitégenos

SM: Sin mitbgenos

d: Dias
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La proliferacion en el dia 3 de células de Schwann es alre-
dedor de un 60 a 65% para los cultivos tratados con
mitdgenos; es un poco menor en los no tratados con los
mismos (55%). En el mismo tiempo, la poblacion de
fibroblastos prolifera alrededor de un 30 a 40% y la pobla-
cion de células de Schwann que no prolifera es casi de 10%.
No es muy grande la diferencia entre los grupos tratados
con y sin mitégenos. En el dia 7 disminuye la proliferacion
tanto de la poblacion de células de Schwann como la de los
fibroblastos, que es alrededor de un 50%; no hay cambios
evidentes entre los grupos. A partir del dia 7, y hasta el dia
15, se mantiene relativamente constante la proliferacion de
células de Schwann y de fibroblastos, aumentando poco a
poco la poblacion de fibroblastos que no prolifera. Asi mis-
mo, los datos son similares entre los grupos mantenidos
con y sin mitbgenos.

CONCLUSIONES

En este estudio se obtuvieron cultivos enriquecidos de cé-
lulas de Schwann de ratas adultas, con el objetivo de gene-
rar perspectivas futuras de terapias de regeneracion ner-
viosa. El método con el que se obtuvo gran cantidad de
células con morfologia Schwann fue el de explantes en sus-
pension durante 14 dias, que posteriormente fueron some-
tidos a una digestion enzimatica con colagenasa y dispasa
(66 U/ml/1,5 U/ml) durante toda la noche. Se ve gran canti-
dad de estas células, teniendo adicionalmente la ventaja de
lograr un enriguecimiento en relativamente poco tiempo, muy
probablemente, debido a que se permite que ocurra la de-
generacion walleriana in vitro.

Es evidente, a partir de los resultados, que el nimero de
células de Schwann en fase S, obtenida por incorporacion
de Bromodeoxiouridina (BrdU) es relativamente alta en es-
tos cultivos. Sin embargo, también es el caso para los
fibroblastos. Por tanto requerimos en el sistema la introduc-
cién de condiciones de cultivo que estimulen especifica-
mente a las células guales. Una posibilidad es la aplicacién
de heregulinas, cuya actividad sobre las células de Schwann
ha sido reportada recientemente (Morrissey et a/., 1991) y
gue ya son disponibles en el mercado. Sin embargo, y dado
el costo de estos mitégenos, deben buscarse otras molécu-
las que tengan este efecto. Otra posibilidad es eliminar los
fibroblastos selectivamente, como ocurria en los antiguos
protocolos de cultivo de células de Schwann, en los cuales
se utilizaba una mezcla de anti Thy-1 u complemento con el
fin de lisar los fibroblastos.

A este respecto es importante resaltar que estamos tra-
bajando con células adultas, que tienen una actividad basal
de proliferacion mayor que las células de recién nacido (al
menos en condiciones hormales de cultivo). Portante, y para
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aplicar la lisis ya descrita, deberian buscarse condiciones
de cultivo que inicialmente no permitan la proliferacion de
células de Schwann, pero que disparen la de los fibroblastos,
con el fin de eliminar éstos, y a continuacion aplicar
mitégenos que actlien sobre las células guales.

El cultivo de células de Schwann provenientes de ani-
males adultos tiene implicaciones potenciales grandes des-
de el punto de vista de la industria farmacéutica y de la
ingenieria de tejidos. Se ha demostrado que estas células
producen diferentes factores neurotréficos (especialmente
NGF), e incluso se conocen algunas moléculas que pue-
den estimular esta produccion (Fu y Gordon, 1997).
Adicionalmente, se ha demostrado que el NGF puede even-
tualmente servir en el tratamiento de las neuropatias diabé-
ticas y de las Ulceras que estos pacientes presentan (Cas-
tellano et a/., 1998). Estos hechos resaltan la importancia
del trabajo con células de Schwann, ademas de guiar el
proceso de estudio y obtencion de procedimientos que lle-
ven a la regeneracion del sistema nervioso periférico. Igual-
mente, en lo referente a la ingenieria de tejidos, el desarro-
llo de prétesis bioartificiales que combinen tubos de dife-
rentes materiales, con matrices extracelulares y células de
Schwann, estan bajo examen en varios laboratorios en el
mundo, con el fin de obtener mejores alternativas terapéuti-
cas para las lesiones del sistema nervioso, tanto central
como periférico. Sin embargo, este desarrollo todavia re-
quiere investigacion sobre la biologia de estas células, de
su interaccion con matrices tridimensionales, y con otros
tipos de células (como los fibroblastos). Estos modelos son
mucho mas cercanos a lo que puede ocurrir in vivo, y ésta
es la razon por la cual hemos escogido esa via de trabajo
en nuestro laboratorio.
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