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Resumen

Introduccion: Los cultivos neuronales primarios son una de las técnicas mas utilizadas en
investigacion preclinica para entender el comportamiento celular y molecular de las célu-
las del tejido cerebral, y consisten en el mantenimiento in vitro de células procedentes del
cerebro de animales de laboratorio. Estos cultivos pueden variar dependiendo de la po-
blacién celular que se aisle del tejido y su tratamiento, permitiendo evaluar la interaccién
de diferentes tipos celulares entre si o0 evaluando el comportamiento de un tipo celular es-
pecifico. Objetivo: El objetivo de este proyecto es desarrollar dos protocolos para cultivos
neuronales primarios: un cultivo neuronal enriquecido de neuronas y un cultivo mixto. Me-
todologia: Se utilizaron embriones de 17 dias de gestacion de ratas Sprague Dawley y se
aislaron células de la corteza que se mantuvieron in vitro durante 10 dias con diferentes
tratamientos para favorecer, o no, un tipo de célula. La caracterizacién de los cultivos se
realizé mediante inmunofluorescencia indirecta con microscopia confocal para obtener las
imagenes, y el procesamiento de éstas se realizé utilizando el software ImageJ. Resulta-
dos: Se establecieron protocolos para cultivos neuronales primarios enriquecidos de neu-
ronas y para cultivos mixtos. Los cultivos diferian en la cantidad de células totales,
proporcion de neuronas (90% y 30% respectivamente) y en la cantidad de astrocitos. Es-
tos cultivos podran ser utilizados para entender el comportamiento de las células cerebra-
les y la respuesta de estas a diferentes estimulos. Conclusiéon: Hemos establecido dos
protocolos para producir cultivos neuronales primarios: un protocolo para cultivos enrique-
cidos de neuronas y otro para cultivos mixtos. El cultivo enriquecido podra ser utilizados
para entender el comportamiento especifico de las neuronas y su respuesta a diferentes
intervenciones, mientras que el cultivo mixto permitira entender la interaccion de las neu-
ronas con las demas células cerebrales y las respuestas que esa interaccion produzca

Abstract

Introduction: Primary neuronal cultures are one of the most widely used techniques in pre-
clinical research to understand the cellular and molecular behavior of brain tissue cells,
and consist of the in vitro maintenance of cells from the brain of laboratory animals. These
cultures can vary depending on the cell population to be isolated from the tissue and its
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treatment, allowing to evaluate the interaction of different cell types with each other or evaluating the behavior of a specific cell
type. Objective: The objective of this project is to develop two protocols for primary neuronal cultures: a neuronal culture enri-
ched with neurons and a mixed culture. Methodology: 17-day gestation embryos from Sprague Dawley rats were used and cells
were isolated from the cortex and maintained in vitro for 10 days with different treatments to favor, or not, one cell type. Charac-
terization of the cultures was performed by indirect immunofluorescence with confocal microscopy to obtain the images, and
image processing was performed using ImageJ software. Results: Protocols were established for primary neuronal cultures en-
riched in neurons and for mixed cultures. The cultures differed in the number of total cells, proportion of neurons (90% and 30%
respectively) and in the number of astrocytes. These cultures can be used to understand the behavior of brain cells and their
response to different stimuli. Conclusion: We have established two protocols to produce primary neuronal cultures: one protocol
for enriched neuronal cultures and another for mixed cultures. The enriched culture can be used to understand the specific
behavior of neurons and their response to different interventions, while the mixed culture can be used to understand the inte-

raction of neurons with other brain cells and the responses that this interaction produces.

INTRODUCCION

Las enfermedades neurolégicas son un gran pro-
blema de salud publica. En el afio 2015 los trastor-
nos neurolégicos representaban el 6,3% de la
carga de enfermedad global, siendo la enfermedad
cerebrovascular y las infecciones neurolégicas res-
ponsables del 4.3% [1]. La prevalencia de las en-
fermedades neurologicas ha incrementado de
manera continua y para el 2021 se determin6 que
43.1% de la poblacion mundial estaba afectada por
una enfermedad neurolégica [2]. En Panama no
contamos con un registro adecuado de la morbili-
dad por enfermedades neurolégicas, pero sabemos
que desde el 2002 hasta el 2021, estas enfermeda-
des han representado alrededor del 10 % de la
mortalidad en el pais [3,4,5].

Existen pocos tratamientos eficaces para el manejo
de los pacientes que sufren estas enfermedades y
en parte esto se debe al poco conocimiento que te-
nemos sobre los mecanismos moleculares asocia-
dos a estas patologias [6], [7], [8]. Para entender la
fisiopatologia de los trastornos neurolégicos es ne-
cesario el uso de modelos preclinicos como los cul-
tivos neuronales [9].

Dentro de las investigaciones preclinicas, los culti-
vos celulares, y en especial los cultivos neuronales
primarios, son uno de los modelos mas utilizados
[10,11]. Los cultivos neuronales primarios consisten
en el mantenimiento in vitro de células procedentes
del tejido cerebral de animales de laboratorio, prin-
cipalmente de roedores [10]. Estos cultivos pueden
variar dependiendo de la poblacion celular que se
logre aislar del tejido cerebral y su tratamiento, lo
que finalmente define su conformacion. Se consi-
deran cultivos mixtos si la poblacion celular es he-
terogénea, conteniendo neuronas y células de glia;
mientras que los cultivos neuronales enriquecidos o
puros son cultivos con una predominancia de neu-

ronas [12]. Los cultivos mixtos permiten evaluar el
comportamiento entre los distintos tipos de células
del sistema nervioso; mientras que los cultivos enri-
quecidos o puros permiten evaluar el comporta-
miento de las neuronas, especificamente.

Las neuronas son consideradas el componente
principal del tejido cerebral, por lo que conocer su
comportamiento de manera individual y en interac-
cion con los otros tipos celulares del cerebro se ha
vuelto una prioridad en neurociencias. Por esta
razon, el objetivo de este estudio es establecer el
desarrollo y caracterizacion de cultivos neuronales
primarios enriquecidos de neuronas y mixtos, utili-
zando embriones de 17 dias de gestacion de ratas
Sprague Dawley.

MATERIALES Y METODOS

Manejo de animales de laboratorio

El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de los Animales de Labora-
torio de INDICASAT AIP (CICUA 21-006) y todos
los métodos de manejo de los animales se realiza-
ron siguiendo las regulaciones y guias relevantes,
como se ha descrito anteriormente [13]. De manera
resumida, se utilizaron ratas Sprague Dawley con
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, agua y comida
a libre demanda. Para producir ratas gestantes pro-
gramadas, se evaluo el ciclo estral mediante cito-
logia vaginal. La hembra en estadio de estro era
colocada en el habitat del macho durante el ciclo
de oscuridad para el apareamiento. Al dia siguien-
te, se evalud la presencia de signos de copulacion,
la presencia de tapédn mucoso y espermatozoides,
o la detencion del ciclo estral. La hembra gestada
recibo seguimiento durante 17 dias mediante ins-
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peccion clinica y evaluacion del peso. En el dia 17,
la rata fue anestesiada con isoflurano y se le reali-
zo eutanasia para obtener los embriones (E17) me-
diante incision abdominal.

Cultivo neuronal primario

Los embriones fueron decapitados y el cerebro se
colocd en una solucion de HBSS (Sigma-Aldrich),
HEPES (10mM) (15630-080, gibco), piruvato de
sodio (1X) (11360-070, gibco) y glucosa (0.1%)
(E701-100ml, VWR). La diseccion de la corteza de
los hemisferios se realizd con el estereoscopio
SMZ660 (Nikon, Tokio, Japon) y pinzas Dumont de
punta fina (Ted Pella, Redding, CA, EEUU). El teji-
do se coloco en solucion de tripsina 0.25% (Ther-
mo Fisher) y 0.5 ml DNasa (DN25, Sigma Aldrich,
Burlington, MA, EEUU). Luego se sometio a diso-
ciacion con micropipeta de 1000 ul (Superpette,
Scilogex) (10 repeticiones) y se filtr6 utilizando filtro
de 40um (352340, Corning). Por ultimo, las células
fueron centrifugadas a 1000 rpm X 5 min (Universal
320/Hettich) y resuspendidas en medio compuesto
por DMEM (D6429, Sigma-Aldrich), suero fetal bo-
vino (10%) (F2442, Sigma-Aldrich), penicilina/es-
treptomicina (5%) (15-140-122, Thermo Fisher) y
glutamina (5%) (11574466, Thermo Fisher). Se
sembraron 5x10% células por pocillo en platos de
24 pocillos (351147, Falcon) que contenian cu-
breobjetos tratados con poly-D-lisina (GG-12-Lami-
nin, Neuvitro, Vancouver, WA, EEUU). Los cultivos
se mantenian in vitro durante 10 dias con los si-
guientes tratamientos:

Cultivos enriquecidos de neuronas: El primer
cambio de medio se realizé a las 2 horas de la
siembra por medio de mantenimiento compuesto
por Brainphys neuronal media (Stemcell), 2% de
suplemento SM1 (Stemcell Technologies, Vancou-
ver, BC, Canada) y 0.5mM Glutamax (Thermofisher
Scientific, Waltham, MA, EEUU). A las 48 horas de

la siembra, se aplicaba 1.5uM citarabina (100071,
MP Biomedicals) por 48 horas. Pguraa or ultimo, se
realizaba cambio de medio parcial (50%) cada 72
horas.

Cultivos mixtos: El primer cambio de medio se
realizd a las 24 horas de la siembra con medio de
mantenimiento y luego cada 72 horas se realizaba
cambio de medio parcial ( VER FIGURA 1).

Inmunocitoquimica

Al décimo dia in vitro (DIV), los cultivos fueron fija-
dos con paraformaldehido al 4% durante 15 min a
temperatura ambiente, seguido de lavado con PBS
y agitacion a 80 rpm por 5 min. Después de 24 ho-
ras se aplico solucion de bloqueo (2% albumina de
suero bovino (A9647, Sigma-Aldrich), 0.3% Triton
X-100 (T8787, Sigma-Aldrich), 0.02% de azida
(S0209, TEKNOVA)) y se agité durante 1 hora a 80
rom. Luego se aplicaron los anticuerpos primarios
[Anti-FOX3 (834501, Biolegend, San Diego, CA,
EEUU), Anti-GFAP (ab4648, Abcam, Cambridge,
UK) y Anti-B3 tubulina (ab18207, Abcam)] y se in-
cubaron durante la noche. Al dia siguiente se reali-
zaron lavados con PBS 1X (76470-186) y los
cubreobjetos se incubaron durante 1 hora con el
anticuerpo secundario [Anti-Rabbit DyLight-488
(ab96923, Abcam) y anti-mouse CF-633 (Sigma Al-
drich)]. Se realizaron lavados con PBS y por ultimo
los cubreobjetos se colocaron en portaobjetos con
Fluoroshield (F6057-20ML, Sigma Aldrich).

Microscopia de fluorescencia

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
Confocal FV3000 (Olympus, Tokio, Japén). Se se-
leccionaron 5 regiones en cada cultivo para foto-
grafiar (superior, inferior, izquierda, derecha vy
centro). Las imagenes se obtuvieron con una mag-
nificacion de 400x y los cortes en profundidad
(stacks) mantenian una separacion de 0.08 um.

Figura 1. Flujograma de mantenimiento de cultivos primarios.
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de neuronas de medio de medio de medio | Experimentacién
I
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de medio de medio de medio

Ambos tipos de cultivo se incubaban a 37°C y 5% CO,. Al décimo dia los cultivos estan listos para ser caracterizados o utilizados en

experimentacion.
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Analisis de imagenes

Se utilizé el software Imaged (1.54i) para el analisis
y la obtencion de datos de las imagenes. Para el
conteo celular se realizé una proyeccion en Z de
los stacks, con preprocesamiento de brillo y con-
traste con ajuste automatico. La segmentaciéon se
realizd con la funcion auto treshold. Por ultimo, se
utilizé la funcién analyze particle para identificar,
medir y contar los objetos detectados.

Analisis estadistico

Para cada experimento se utiliz6 una N=3, cada
una con 3 réplicas. Para el analisis de los astroci-
tos se evaluaron 50 astrocitos por tipo de cultivo. El
analisis descriptivo consistié en calculo de frecuen-
cias, porcentajes y medidas de tendencia central.
El analisis comparativo se realizé con la prueba t
de student, se consideré como significativo un valor
de p<0.05.

RESULTADOS

Cultivos Enriquecidos de neuronas
En cada pocillo se colocaron 500,000 células el dia
de siembra, y veinticuatro horas después los culti-

vos enriquecidos de neurona presentaban un total
de 342,849 + 105,488 células, lo que representa la
supervivencia del 68.5 %. Las neuronas contabili-
zaron un total de 174,701 + 57,510, correspondien-
do al 51.09 + 1.96 %. Al décimo DIV, los cultivos
enriquecidos de neuronas presentaban un total de
253,984 + 14,087 células, lo que representa una
disminucién del 25.92 % con respecto al DIV 1. De
este total al DIV 10, 225,165 + 14,316 eran neuro-
nas, lo que representd el 88.4 + 2.3 % de las célu-
las. Los cultivos enriquecidos de neuronas no
mostraron una diferencia significativa en la canti-
dad de células (t(4)= 1.446, p = 0.2216) ni en la
cantidad de neuronas (t(4)= 1.475, p= 0.2143) en-
tre el DIV 1 y el 10. Sin embargo, el porcentaje de
neuronas si mostré una diferencia significativa
(t(4)= 21.61, p= <0.0001) ( VER FIGURA 2). Con
respecto a los astrocitos, se determiné que al DIV
10, la cantidad era de 7,024 + 3,617 (densidad de
62 astrocitos/mmz2), representando el 2.8 % de las
células.

Cultivos mixtos

En las primeras veinticuatro horas (DIV 1), los culti-
vos mixtos mostraban un total de 377,700 +
108,211 células, lo que demuestra una superviven-

Figura 2. Cuantificacion celular en cultivos enriquecidos de neuronas.
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a. imagenes de la sefial de DAPI y NeuN. b. Numero de células totales cuantificadas los dias 1 y 10. c. Porcentaje de neuronas en
los cultivos al dia 1 y al dia 10. Prueba estadistica t de Student (*<0.05, **<0.01, *** <0.005, **** <0.001).
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Figura 3. Cuantificacion celular en cultivos mixtos.
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Porcentaje de neuronas en los cultivos al DIV 1y 10. Prueba estadistica t de Student (*<0.05).
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células, neuronas y porcentaje de neuronas en el DIV 10. Prueba estadistica t de Student (**** <0.001).
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Figura 5. Comparacion de los astrocitos al 10 DIV entre el cultivo enriquecido de neuronas y el cultivo

mixto.
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a. Astrocitos en cultivos enriquecidos. b. Astrocitos en cultivos mixtos. c. Comparacién en el nimero de astrocitos entre ambos

cultivos. Prueba estadistica t de Student (*<0.05).

cia a la siembra del 75.5 %. Las neuronas contabi-
lizaron un total de 167,850 + 40,593, representan-
do un 45,02 + 5.62. %. Al DIV 10, los cultivos
mixtos mostraban un total de 552,177 + 11,218 cé-
lulas, representando un incremento del 46.2 % con
respecto al DIV 1.

Del total de células, 164,499 + 37,061 eran neuro-
nas, lo que representaba el 29.33 + 6.59 %. Los
cultivos mixtos no mostraron una diferencia signifi-
cativa en el numero de células entre el DIV 1 y el
DIV 10 (t(2)= 2.78, p=0.106), ni tampoco en la can-
tidad de neuronas (t(4)= 0.10, p=0.921). Sin em-
bargo, se encontro una diferencia significativa en el
porcentaje de neuronas entre ambos dias (i(4)=
3.141, p<0.05) ( VER FIGURA 3). Al evaluar los as-
trocitos en el DIV 10, se cuantificaron un total de
23,532 + 5,145 (densidad 208 astrocitos/mm2), re-
presentando el 4.26 % de las células del cultivo.

Comparacion de cultivos

No se encontré diferencia estadisticamente signifi-
cativa entre el nimero de células (t(4)= 0.399,
p=0.71), el ndmero de neuronas (t(4)= 0.169,
p=0.87) o el porcentaje de neuronas (t(4)= 1.759,
p=0.15) entre los cultivos mixtos y enriquecidos a
las 24 horas de haber sido sembradas. Comparan-
do ambos cultivos al DIV 10 se determind que exis-
te una diferencia significativa entre la cantidad de
células (t(4)= 28.68, p<0.0001) y el porcentaje de
neuronas (t(4)= 14.68, p<0.0001), sin embargo, no
hubo diferencia significativa entre el total de neuro-
nas (t(4)= 2.645, p=0.057) ( VER FIGURA 4). Al
evaluar los astrocitos se encontré diferencia signifi-

cativa entre la cantidad de astrocitos (t(4)= 4.547,
p<0.05) ( VER FIGURA 5).

DISCUSION

El desarrollo de los cultivos neuronales primarios
es un proceso complejo que amerita habilidad y ex-
periencia para ser realizado [10], [14]. Estos culti-
vos permiten estudiar el comportamiento de células
cerebrales en ambientes menos complejos que los
organismos vivos [15], [16]. En la medida que los
modelos in vitro repliquen las caracteristicas y
comportamientos celulares que se presentan en los
organismos vivos, seran mas adecuados para su
uso en experimentacion y ademas cumpliran con el
concepto de las 3R para el uso responsable de los
animales en investigacion cientifica [13].

La disociacion celular de los tejidos es un proceso
estresante que afecta la viabilidad celular [17], [18];
sin embargo, esta afectacion no se reporta regular-
mente en las publicaciones. Hemos encontrado
que a las 24 horas de la disociacion la viabilidad
del cultivo presenta una disminucion del 30 %. Es-
tos resultados son similares a lo descrito por Tu-
rovsky en cultivos corticales de ratones NMRI, en
donde la disminucion estuvo entre 30 y 40 % [19].
Estos datos demuestran el gran impacto que pro-
duce el proceso de siembra en la viabilidad celular
y deben ser tomados en cuenta al momento de la
experimentacion y el analisis de los resultados.

10
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El establecimiento de modelos enriquecidos y mix-
tos es necesario para entender el comportamiento
de linajes celulares independientes, asi como la in-
teraccién entre distintas poblaciones celulares [20],
[21,22]. En nuestros experimentos, ambos tipos de
cultivo mostraron resultados similares en la cuanti-
ficacion celular a las 24 horas; sin embargo, al DIV
10 mostraron diferencias significativas. ldentifica-
mos diferencias en el nimero total de células y en
la proporcion de neuronas, pero no en la cantidad
total de neuronas entre los cultivos mixtos y enri-
quecidos. Esto se debe al efecto de la citarabina
aplicada en los cultivos enriquecidos, ya que este
compuesto afecta la mitosis en las células no neu-
ronales, disminuyendo su capacidad de prolifera-
cién y viabilidad, debido a que las neuronas no
realizan mitosis estos compuestos no las afectan
por lo que su numero total se mantiene. Existe en
la literatura una discusion sobre la necesidad o no
de estos compuestos para producir cultivos enri-
quecidos. Diversos protocolos aseguran obtener
cultivos neuronales con 98% de neuronas sin la
utilizaciéon de estos compuestos [14,23,24], mien-
tras que otros no logran estos valores sin utilizarlos
[10,18,22,25,26,27]. Existen articulos que han ob-
servado efectos deletéreos de estos compuestos
sobre las neuronas si se mantienen durante mucho
tiempo en el cultivo [10], aunque hay estudios que
lo contradicen [28]. En nuestra experiencia, para
obtener los cultivos enriquecidos de neuronas ais-
ladas de la corteza de embriones E17, necesita-
mos utilizar agentes antimitoticos. Observamos que
la exposicion prolongada a citarabina disminuia la
viabilidad del cultivo, por lo que los cultivos se ex-
pusieron unicamente durante 48 horas para evitar
efectos deletéreos.

Al DIV 10, el 50 % de las células sembradas en
nuestros cultivos enriquecidos de neuronas se
mantuvieron viables. Este resultado es similar al 40
% de sobrevivencia descrito por Turovsky [19]. La
proporcion de neuronas en nuestros cultivos estuvo
alrededor del 90 %, acercandose al 99 % de los
cultivos descritos por Brewer et al. y Cullen et al.
[23,24].

En nuestros cultivos mixtos observamos un au-
mento del 10% de todas las células con respecto a
las sembradas inicialmente, mientras que la pro-
porcién de neuronas disminuyé a un 30 %, en-
contrandose en un punto intermedio entre la
proporcion de la corteza humana (21%) y de rata
(40%) [29,30]. Tomando en cuenta estos resulta-
dos, consideramos que este modelo mixto replica
de manera adecuada la proporcion de neuronas en
modelos in vivo.

La cantidad de astrocitos en nuestros cultivos enri-
quecidos al DIV 10 estuvo alrededor del 3 % mien-
tras que en nuestros cultivos mixtos rondaron el 4
%. Estos valores estan dentro del rango de lo des-
crito por Sahu y también por Beaudoin, en donde
entre el DIV 7 y 14 los astrocitos rondaban del 2 al
6 % [10,14]. Analizando los datos podemos inferir
que el mayor numero de células presentes en los
cultivos mixtos al DIV 10 no son neuronas ni astro-
citos, sino, probablemente una combinacién de
otras células gliales [26,31], Son necesarios estu-
dios adicionales para caracterizar estas poblacio-
nes adicionales.

CONCLUSIONES

Hemos establecido dos protocolos para producir
cultivos neuronales primarios: un protocolo para
cultivos enriquecidos de neuronas y otro para culti-
vos mixtos. El cultivo enriquecido podra ser utiliza-
dos para entender el comportamiento especifico de
las neuronas y su respuesta a diferentes interven-
ciones, mientras que el cultivo mixto permitira en-
tender la interaccion de las neuronas con las
demas células cerebrales y las respuestas que esa
interaccion produzca. Estos modelos in vitro esta-
blecen una plataforma experimental para evaluar
condiciones neurolégicas y estudiar nuevos meca-
nismos y avenidas terapéuticas para intervencion
de estos trastornos.
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