ARTICULO DESTACADO

B
El modelo de cultivo cerebral para el estudio de
patogenos que afectan al S|stema nerwoso central

_Sara Remuzgo Martmez1 iElsa Valdlzan3 ¥
José Manuel Icardo® V. José Ramo§-V1vas1 2, 7

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, 2Instituto IFIMAV, Santander, 3Depar-
tamento de Fisiologia y Farmacologia, Universidad de Cantabria, “Instituto de Biomedicina y Biotecnologia de
Cantabria (UC-CSIC-SODERCAN), Santander, *Centro de Investigacién Biomédica en Red de Salud Mental (CIBER-
SAM), Instituto de Salud Carlos III, ®Departamento de Anatomia y Biologia Celular, Universidad de Cantabria,
Santander. "Red Espaiiola de Investigacion en Patologia Infecciosa (REIPI), Instituto de Salud Carlos III, Madrid.

En la era de los vuelos low cost, publicar o morir, el net-
working, y también un indeseable ambiente de lucha darwi-
niana por los recursos, la cooperacién entre investigadores
de diferentes areas ha hecho —y harda— emerger nuevas
disciplinas cientificas. Hace ya casi veinte afios, aparecio
una nueva forma de entender las interacciones entre el hos-
pedador y sus potenciales patégenos. Desde entonces, los
investigadores que trabajan en «Microbiologia Celular» han
identificado y caracterizado numerosas estructuras bacte-

entre el modelo celular y el animal. Casi todos conocemos la
facilidad de cultivar lineas celulares, y también los grandes
problemas que presenta el manejo de animales vivos. Por
ello, un nivel intermedio de complejidad puede poseer mas
ventajas que el modelo celular, y menos inconvenientes que
el modelo 7n vivo. Ademas, en términos de ndmero de anima-
les de experimentacion, es muy deseable el establecimiento
de modelos que reemplacen, al menos parcialmente, a los
estudios in vivo. Esta sustitucion podria ser muy beneficio-

rianas que interaccionan directamente con la superficie de  sa sobre todo en etapas tempranas de una investigacion, Q8
las células eucariotas. De manera similar, se han identifi- como por ejemplo en una fase de cribado inicial de algln e)
cado muchos receptores para patdgenos, presentes en los  microorganismo mutante, o de alglin farmaco o compuesto. &
diferentes tipos celulares de mamiferos, que desencadenan  De hecho, algunos estudios ya han demostrado la eficacia %
importantes respuestas para controlar la infeccion. También  de los modelos tridimensionales de agregados celulares, z
se han evidenciado increibles herramientas que utilizan las  para el estudio de distintos aspectos de las infecciones con
bacterias, virus y parasitos para sabotear en su beneficio  patdgenos bacterianos y viricos (1, 8, 13). Aunque estos

las maquinarias moleculares y las rutas de sefializacion de las  modelos han resultado muy dtiles, al estar formados casi 43
células eucariotas. Todo esto y mucho mas, se ha conseguido  en su totalidad por un solo tipo celular, fallan a la hora de

gracias al pleno dominio que han adquirido los microbiélogos  intentar reproducir la heterogeneidad tisular.

de las herramientas de cultivo celular y de microscopia avan- o
Zad:d. En este contexto, _alggnos micropi()logos que‘estud]'e‘ln EL MODELO ORGANOTIPICO DE SISTEMA Do:
las interacciones bacteria-célula y la biologia de la’mfecmon NERVIOSO CENTRAL (SNC) &z
se han dado cuenta de que hay que dar un paso mas, y tran- s
sitar desde los modelos celulares a los tisulares (15). Por Las enfermedades infecciosas que afectan al SNC son 7]
tanto, la colaboracién de microbi6logos con investigadores  una causa importante de morbilidad y mortalidad en todo

de otros campos como la Inmunologia, la Neurobiologia, la el mundo. ;Quién no ha oido hablar de la meningitis? Otras
Farmacologia, la Histologia, o incluso la Fisica y la Quimica,  patologias graves, y de nombres tremendamente extrafios

se presume fundamental a la hora de utilizar de forma 6ptima ~ (casi todas terminadas en -itis) pueden encontrarse facil-

los modelos bacteria-tejido. Estos modelos, también denomi-  mente en la literatura, y son producidas por bacterias,

nados organotipicos, son muy Utiles a la hora de estudiaruna  virus, hongos y parasitos. Aqui los microbiélogos tenemos DIC.
infeccién en su verdadero contexto tisular, a medio camino  mucho que decir. 2013
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Por SNC nos referiremos principalmente al cerebro, ese
6rgano inmunolégicamente privilegiado y aislado del resto
del cuerpo por la barrera hematoencefalica (BH), una riqui-
sima red de capilares que lo protege de toxinas y microor-
ganismos que circulan en la sangre. Pero la evolucidn ha
bendecido a numerosos patégenos —Ila lista es bastante
larga para ocuparnos de ella aqui— con la capacidad para
alcanzar esta barrera, e incluso atravesarla para causar
dafio no solo en las meninges, sino también en el propio
tejido cerebral. La Figura 1 representa las rutas principales
por las que los patdgenos atraviesan la BH.

En este punto, se han utilizado a menudo los cultivos
de células eucariotas de tipo endotelial, para estudiar sus
interacciones con los patégenos que causan dafios en el
SNC (sobre todo bacterias, y mas recientemente hongos y
parasitos). Todo ello, con vistas a comprender mejor como
estos patdgenos son capaces de atravesar la barrera for-
mada por dichas células, y alcanzar la masa cerebral (10-
12, 16, 17). Una vez dentro del cerebro, los patégenos
interaccionan con las células autdctonas, principalmente
neuronas, astrocitos, y microglia. Microglia es el nombre
que reciben las células fagociticas profesionales del cere-
bro, y que tienen su analogia en los macréfagos del resto
del cuerpo.

Gracias principalmente a los neurobiélogos y farma-
cblogos, hace ya bastantes afios se establecieron varios
modelos tisulares como herramienta para estudios de

Fig. 1. Principales mecanismos implicados en el
cruce de la BH por patégenos.

1. Ruta transcelular. El patégeno cruza la BH
atravesando las propias células endoteliales. Un
ejemplo de patégeno que utiliza esta ruta es la
levadura encapsulada Cryptococcus neoformans.
2. Ruta paracelular. El patégeno atraviesa la BH
utilizando las uniones inter-celulares. Un ejemplo
de patégeno que utiliza esta ruta es el pardsito
Trypanosoma brucei.

3. Caballo de Troya. El patégeno atraviesa la BH
utilizando la transmigracién de fagocitos previamente
infectados. Un ejemplo de patégeno que utiliza esta
ruta es la bacteria Listeria monocytogenes.

electrofisiologia, radiologia e histologia. La extraordina-
ria peculiaridad de estos modelos es que mantienen viva
—incluso durante muchos meses— una porcion relati-
vamente extensa de cerebro. Es esta viabilidad tisular
la que los hace tremendamente atractivos para estudiar
fenomenos fisiologicos, bioquimicos, anatémicos o inclu-
so de desarrollo y regeneracion neuronal. Muy pronto, se
comprendi6 que estos «pedazos» de cerebro conservaban
practicamente intacta su estructura original, por lo que
eran también buenos candidatos para estudiar infecciones
causadas por microorganismos.

Existen varias alternativas para la realizacion de los cul-
tivos organotipicos, como son el tubo rotatorio y el méto-
do de interfase. Fueron Hogue en 1947 y posteriormente
Gahwiler en 1981, los que introdujeron y popularizaron la
primera de ellas (5, 7). Afios més tarde, investigadores del
Departamento de Farmacologia del Centro Médico Universi-
tario de Ginebra implementaron un método simple para el
cultivo y mantenimiento de tejido cerebral con un espesor
considerable, sobre una membrana, en el denominado méto-
do de interfase (19). Posteriormente, investigadores suizos,
de grupos de Microbiologia General, Farmacologia, y Medi-
cina Tropical, utilizaron este método de cultivo de cerebro
para el estudio de infecciones experimentales. Publicaron
las primeras infecciones con esta técnica en el International
Journal of Medical Microbiology, utilizando el parasito pro-
tista Trypanosoma brucei (18). Desde entonces, numerosos
equipos de todo el mundo han utilizado esta técnica de
cultivo de tejido cerebral para realizar infecciones con otros
patégenos. Por citar algunos: virus: VIH, virus herpes, cito-
megalovirus; parasitos: Trypanosoma, Toxoplasma, Neospora,
y bacterias: Streptococcus pneumoniae y Listeria monocyto-
genes. Las referencias que citamos a continuacion ofrecen
una completa informacion sobre como realizar el protocolo
mas actual de esta técnica de cultivo de cerebro (2, 6).

Las caracteristicas y ventajas que presenta este modelo
son numerosas: puede realizarse en distintas especies de
roedores, e incluso en rumiantes, seleccionando la estruc-
tura anatémica cerebral mas interesante para cada microor-
ganismo. Los tejidos poseen una estructura tridimensional
organizada que preserva el microambiente cerebral, donde
estan presentes todos los tipos celulares representativos
del cerebro. El mantenimiento en el laboratorio no supone
un gran coste, lo que permite estudiar fenémenos de infec-
cion a largo plazo. Requieren escasa manipulacion, ya que
se nutren como las monocapas de células, con un medio
de cultivo facil de preparar, y cuyo reemplazo se realiza
rapidamente sin distorsionar el tejido. Si se pretende por
ejemplo, realizar recuentos bacterianos durante las infec-
ciones, se puede lisar el tejido completo para obtener las
bacterias intra- y extracelulares. A partir de los lisados
(que se realizan de forma sencilla, al tratarse de tejido
blando), pueden obtenerse acidos nucleicos o proteinas
—del patogeno o del tejidov para la realizacion de técnicas
moleculares o de proteémica, como la PCR en tiempo real
o Western Blot.

Ademas, el tejido se enraiza y se ancla firmemente en la
membrana que lo soporta, a través de proyecciones celula-
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res, hasta alcanzar la proximidad del medio de cultivo en la
zona basal (Figura 2), lo que permite que esta sirva como
barrera permeable a los nutrientes y a los compuestos que
queramos probar, como drogas o inmunosupresores, pero
impermeable a bacterias, virus o parasitos (el tamafio de
poro de la membrana puede variar).

Al descansar el tejido sobre una membrana transparen-
te, pueden realizarse ademas, experimentos de transfeccion
y estudios con microscopia de fluorescencia. También, tras
una fijacién quimica, pueden estudiarse los fenémenos rele-
vantes mediante microscopia convencional, electronica de
transmision (TEM), de barrido (SEM) o de dos fotones.

Para estudios de interacciones con patdgenos, este
sistema permite la realizacién de tres tipos de infeccio-
nes diferentes. La primera, para patégenos que atraviesan
facilmente la BH, la infecci6n se realiza de forma sencilla
y directa en la parte superior del tejido. Por otro lado, para
patdgenos que no atraviesan la BH, pero cuyos productos
extracelulares inducen dafio cerebral por estimulacion de
mediadores proinflamatorios, la infeccion se realiza ino-
culando el propio medio de cultivo del tejido, en la parte
basal de la membrana sobre la que descansa este. Con lo

tejido

|_

¢ |- proyecciones celulares

membrana

mediode cultivo

cual, el patdgeno no entra en contacto directo con el tejido
—yva que el filtro actda haciendo las veces de BH— pero
sus productos extracelulares si. Estos productos extracelu-
lares como el LPS o toxinas, son los causantes in vivo de
inflamacién en la BH o en las meninges. Para incrementar
la complejidad, pueden introducirse en el sistema células
endoteliales que se anclan perfectamente a la membrana
sobre la que descansara el tejido cerebral, emulando su
sistema fisiolégico de microdidlisis (3). Ademas, se pueden
utilizar animales transgénicos para obtener los cultivos,
realizar estudios de co-infeccién con cepas bacterianas sal-
vajes y mutantes, o realizar estudios de farmacocinética
con antibidticos, drogas u otros compuestos, con vistas a
determinar su rol durante las infecciones. Estos compuestos
se afaden de manera facil y directa al medio de cultivo
tisular, haciendo muy versatil a este modelo.

Un tercer tipo de infeccidn que se puede realizar en
estos cultivos, es la denominada caballo de Troya, en
la cual, fagocitos infectados en otras zonas del cuer-
po, son transportados por el torrente sanguineo hasta la
BH, que cruzan facilmente para realizar sus funciones,
pero también liberando a los patégenos que transpor-

-
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Fig. 2. Estructura del tejido organotipico de cerebro. Microfotografias de un corte semifino (izquierda)

y de SEM (derecha) de un cultivo organotipico de cerebro de rata, utilizado para realizar infecciones
experimentales con L. monocytogenes. En el corte semifino (tefiido con azul de toluidina) podemos apreciar
las diferentes partes del cultivo. En la microfotografia de SEM, podemos observar un borde del tejido, que
se ha despegado parcialmente de la membrana que lo sustenta. La superficie del tejido estd formada por
células planas, que dan un aspecto liso a su parte superior, en donde se realizan las infecciones. Podemos
también apreciar como algunas células intentan alcanzar el sustrato para adquirir nutrientes. Magnificacién
original: a x400; b x9200. Barras de escala, a, 50 um, b, 15 um.
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tan, directamente en el tejido cerebral. Para imitarlo,
se puede disgregar previamente el tejido cerebral de un
cultivo no infectado, y obtener células aisladas de micro-
glia (fagocitos). Estas células son infectadas in vitro
(Figura 3a-b), y pueden ser puestas en contacto otra
vez con la superficie de un nuevo cultivo organotipico.

A partir de ahi, los patdogenos que utilizan este método
de infeccidn escaparan de las células infectadas para
colonizar el tejido cerebral (Figura 3c-d). Utilizando cul-
tivos organotipicos de cerebro de rata, nuestro grupo ha
realizado «quizas» la primera foto in situ de la fagocitosis
por células de microglia de un patdégeno neurotrépico,

Fig. 3. Mecanismo del caballo de Troya utilizado por L. monocytogenes en el tejido cerebral. Microfotografias:
a), Célula de microglia cerebral aislada de tejido ex vivo, que ha sido cultivada in vitro durante varios dias, e
infectada experimentalmente con el patégeno. En la imagen, tomada con un microscopio de epifluorescencia,
podemos observar las bacterias en rojo, el nicleo celular en azul, y el citoesqueleto celular en verde; b) Se
muestra la misma escena que en a, pero la microfotografia esté tomada con un microscopio de barrido, y en
ella se pueden observar solo las bacterias adheridas a la superficie del fagocito cerebral. En c) observamos
un fagocito (*) que ha capturado bacterias, se estd desplazando sobre el cultivo organotipico, y se dispone a

penetrar en el interior del tejido. En la imagen se muestran numerosos cuerpos neuronales (flechas) y un axén de
gran tamafio (cabezas de flecha), sobre un entramado de extensas conexiones nerviosas. En d), se muestra una
magnificacién del recuadro sefialado en c). Magnificacién original: a, x200; b, x5000; ¢, x4000; d, x19.627.

Barras de escala, a, b, 10 um, ¢, 10 um, d, 2.5 um.

mediante SEM (Figura 4a) (14). Posteriormente, se pro-
duce un crecimiento intracelular de la bacteria, que en
algunos casos produce una destruccion total de la célula
infectada (Figura 4b). Este modelo, puede ser por tanto,
utilizado para estudiar fenémenos aislados de interaccio-
nes bacteria-célula dentro de un contexto tisular, lo que
permite conocer con mas detalle como es la biologia de
la infeccién en el cerebro.

Creemos que, mientras nuevos modelos de infeccion
in vitro hacen su aparicion [como los complejos sistemas
de pocillos insertables que cada vez incorporan mas tipos
celulares distintos, o los prometedores esferoides libres de
andamiajes sintéticos e hidrogeles (4, 9)] y se implementa
la versatilidad y la resolucion de la microscopia intravital,
los modelos organotipicos posibilitan una tremenda fuente
de informacion para los microbidlogos, sobre infecciones
viricas, flingicas, parasitarias y bacterianas, complemen-
tando perfectamente, y sustituyendo en algunos casos, a
los estudios in vivo.
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