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1. Objetivos de la Practica

1. Identificar y distinguir las principales regiones del cerebro del cerdo.
2. Aprender los pasos bdsicos para la diseccion del tejido cerebral.

3. Comprender el proceso de sub-fraccionamiento celular y su importancia en la
investigacion de los procesos bioldgicos.

4. Aplicar un protocolo experimental utilizado para el aislamiento de componentes
sub-celulares neuronales, como sinaptosomas y vesiculas sindpticas.

2. Introduccion

Homogenizacion de Tejidos

La homogenizacion de tejidos consiste en la rotura de la estructura tisular para formar una
suspension o emulsion de los componentes del tejido. El resultado de la homogenizacidn de
un tejido es una mezcla semi-homogénea que contiene diferentes componentes tisulares
(porciones de tejido, agregados de células, células individualizadas o incluso componentes

subcelulares como orgdnulos o vesiculas) en funcién del protocolo escogido (Takach, 2013).

La homogenizacién de tejidos es uno de los procedimientos experimentales mas utilizados
en experimentacién animal. Se trata del paso previo a la separacion y estudio de los
componentes celulares o subcelulares de interés (enzimas, proteinas, diferentes compuestos
intracelulares, DNA, RNA...etc). Por tanto, es un procedimiento comun a una gran diversidad
de técnicas (analisis de expresidn génica, estudios de actividad enzimdtica, cuantificacién de

componentes bioquimicos presentes en una muestra...etc.).

Tipos de protocolos de homogenizacion.

Existen numerosos protocolos de homogenizacién adaptados al tipo de tejido (tejidos duros,
medios o blandos) (Xue et al., 2012) y al componente celular o subcelular que se desee
estudiar (células completas, proteinas de membrana, determinados orgdnulos...etc) (Takach,
2013).



Atendiendo al fundamento del protocolo, los métodos de homogenizacion se clasifican en:

1. Métodos mecanicos: basados en la aplicacion de fuerzas mecanicas que
rompen el tejido y liberan sus componentes. Es el método que se va a llevar a cabo
en esta practica.

2. Métodos enzimaticos: basados en el uso de enzimas que descomponen los
componentes tisulares, como colagenasas o proteasas, facilitando la rotura y
separacion de los componentes del tejido.

3. Sonicacion: mediante el uso de ultrasonidos que agitan las particulas de la
muestra e inducen su ruptura.

4. Métodos basados en el uso de beads: afiadiendo a la muestra unas bolas de
diferentes componentes (metdlicas, vidrio...etc) y provocando que éstas se

muevan por la muestra.

Tampones de homogenizacion

Para la homogenizacion del tejido se disefian diferentes tampones de homogenizacion. De

entre todos sus posibles componentes, los mas importantes son:

1. Sales de tampdn (TRIS-HCI): mantienen el pH de la muestra en el rango
fisiologico (pH 7 — 8).

2. Sucrosa: aumenta la osmolaridad del medio.

3. Inhibidores de enzimas: inhiben la accién de proteasas o fosfatasas.

4. EDTA: quelante de cationes. Cada molécula de EDTA se une a un cation (Ca*?,
Mg+2), secuestrandolo y evitando la accién de enzimas que degradan el tejido y

gue necesitan estos iones como co-factores (proteasas, DNAsas...etc).

Sub-fraccionamiento celular

El sub-fraccionamiento celular es una técnica bioldgica que permite separar diferentes
organulos celulares en funcidn de su velocidad de sedimentacién, preservando su funcién
(Ohlendieck and Harding, 2018).

Partiendo de un homogenado tisular (obtenido tras el paso preparatorio de la
homogenizacién del tejido explicado en el apartado anterior), consiste en llevar a cabo una

serie de centrifugaciones de menor a mayor fuerza gravitacional (centrifugaciones



diferenciales). Estas centrifugaciones separan las particulas bioldgicas en funcién de su
tamafio y densidad (lo que determina su tasa de sedimentacion).

De esta forma, un homogenado crudo que contiene diferentes componentes como vesiculas,
organulos y otros componentes estructurales, se divide en diferentes fracciones. Por ultimo,
para separar los componentes de menor tamano de la muestra se utilizan
ultracentrifugaciones en gradientes de densidad (Ohlendieck and Harding, 2018), una

técnica de mayor poder de discriminacion.

En esta practica se va a llevar a cabo un sub-fraccionamiento celular de cerebro, optimizado
para el aislamiento de sinaptosomas y vesiculas sinapticas menores, adaptado de la
literatura (Del Prete et al., 2014).

Anatomia del cerebro de cerdo

El uso del cerdo (Sus scrofa domestica) en investigacion biomédica es cada vez mas frecuente.
Se utiliza como modelo en investigaciones cardiovasculares, metabdlicas, trasplantes de
6rganos... etc. En el campo de la neurociencia se utiliza como modelo para el estudio de
numerosos procesos: estudio de farmacos que regulan neurotransmisores, estudio de
enfermedades neurodegenerativas, estudio de traumatismos craneoencefalicos...etc. (Lind et
al., 2007). El gran tamaio de su cerebro es una ventaja para el estudio de neurocirugias o
estudios basados en técnicas de imagen transcraneal como resonancia magnética o

tomografia computerizada (Sauleau et al., 2009).

La anatomia del cerebro de cerdo es muy similar a la del cerebro humano. Se pueden

distinguir las siguientes grandes areas:

1.1 Corteza cerebral: La corteza del cerdo es girencéfala (presenta circunvoluciones),

como la del humano, a diferencia de la de rata o ratén. Cada uno de sus surcos estd mapeado
y se identifica con un nombre (Figura 1).

1.2 Hipocampo: area responsable del aprendizaje y la memoria (Figura 2).

1.3 Nucleos basales: los nucleos caudado y putamen. Controlan el movimiento

voluntario (Figura 2).
1.4 Talamo e hipotdlamo: conjunto de nucleos encargados de la homeostasis del

organismo y de la gestién de la informacién sensorial (Figura 2)..
1.5 Mesencéfalo y tronco del encéfalo: conjunto de nucleos encargados del control de

la funcién cerebral (neuromoduladores) (Figura 2).

1.6 Cerebelo: coordinacion fina del movimiento y equilibrio (Figura 2).



1.7 Comienzo de la médula espinal (Figura 2).

Figura 1. Principales surcos de la corteza del cerebro de cerdo. (1) Cruciate sulcus; (2)
diagonal sulcus; (3) coronal sulcus; (4) ansate sulcus; (5) lateral sulcus; (6) entolateral
sulcus; (7) ectolateral sulcus; (8) suprasylvii sulcus; (9) sulcus naris. Para mas detalle,

consultar Lind et al. (2007).
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Figura 2. Seccion sagital de cerebro de cerdo anotada. Para mas detalle, consultar Félix et

al., (1999).



. Materiales, equipamiento y reactivos

Muestra de partida

- Cerebro de cerdo (de 4 a 6 meses de edad) fijado para la diseccion anatémicay
observacion de las areas:

- Para la fijacion, se parte de cerebros frescos (24-48h post-sacrificio), lavados
en PBS, fijados por inmersién en Paraformaldehido 4% durante 64h y mantenidos en
PBS (Figura 3).

Figura 3. Fijacién de cerebro de cerdo por inmersion en paraformaldehido 4%
durante 64h. Izquierda: inmersién en serie en bandejas de plastico. Derecha:
resultado de la fijacién del érgano.

- Para la extraccién de sinaptosomas, se parte de cerebros frescos (24-48h
post-sacrificio), congelados. Se atemperan durante 3h a temperatura ambiente
antes de comenzar la diseccion.

Reactivos

- Tampodn Fosfato (Phosphate-buffered saline, PBS); 1X.
- Paraformaldehido 4% en PBS; aprox 4L.
- Tampdn de Homogenizacion (Homogenization Buffer, HB):
= 320 mM Sacarosa (Sucrose)
= 20 mM Tris-base pH 7.1
= 1 mMEDTA
=  QOpcional:
e Inhibidores de Proteasas (Protease Inhibitors)
e Inhibidores de Fosfatasas (Phosphatase Inhibitors)

Instrumental

- Homogenizador Potter-Elvehjem de 5 mL.
- Centrifuga de tubos eppendorf, capaz de alcanzar 6000 xg.
- Centrifuga de tubos de ensayo refrigerada.



- Material de diseccion.

- Pizarra digital con capacidad de retransmisién de imagen. En este caso, se ha
utilizado la pizarra digital Orbys instalada en el laboratorio de docencia del Area
de Fisiologia. Mediante la aplicacion de interaccién multipantalla EShare instalada
en un teléfono movil, se ha retransmitido una diseccién por parte del profesorado
(Figura 4).

Figura 4. Retransmisiéon en directo de la diseccion de cerebro desde un teléfono mavil con
camara hasta la pizarra digital.
4. Protocolos
Parte | — Diseccion del Cerebro de Cerdo

1. Identificar Cerebro, Cerebelo y tronco del encéfalo. Si se conserva, identificar el
comienzo de la médula espinal.

2. Identificar los principales surcos de la corteza y dreas funcionales de forma
aproximada.

3. Levantar la corteza. Observar el ventriculo, hipocampo, ganglios basales.
4. Bajo la corteza, identificar el talamo-hipotdlamo y mesencéfalo.

5. ldentificar el tronco del encéfalo.



Parte Il — Lavado y homogenizacion tisular
Se resume el protocolo seguido en la Figura 5.

Nervous Tissue
(Brain)

A

Wash
in PBS (3x)

Homogenization in HB
(Potter-Elvehjem)

Total
Homogenate
O 800 xg; 10
Pellet 1 (P1) —> Supernatant 1(S1)
Nuclei
Cell debris ¢— ‘I’
092(}0 xg; 15

Supernatant 2 (S2)

Pellet 2 (P2) v SN Synaptic vesicles
Resuspend ¢ Synaptosomes ¢— endoplasmic reticulum
inHB plasma membranes soluble material

myelin
mitochondria

Figura 5. Esquema del protocolo de homogenizacidn y sub-fraccionamiento celular.
Adaptado de la literatura (Del Prete et al., 2014).

A. Lavado
1. Partiendo de un cerebro fresco de cerdo (no fijado, mantenido en hielo) diseccionar

un fragmento de cortex y/o estriado cerebral de cerdo de aproximadamente 150 —
350 mg. Utilizar una balanza y una placa de Petri para pesar la muestra (Figura 6).
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Figura 6. Diseccidén de un fragmento de corteza para aislamiento de sinaptosomas.
Izquierda: diseccién de un fragmento de corteza. Derecha: fragmentos
diseccionados antes de ser homogenizados.

2. Colocar el fragmento de tejido en un tubo de ensayo.
3. Lavar restos de sangre afiadiendo aprox. 1.5 mL de PBS con una pipeta Pasteur.
Cerrando el tubo de ensayo, voltear suavemente dos-tres veces hasta sumergir el

tejido completamente.

4. Descartar el PBS volteando el tubo o con una pipeta Pasteur. Repetir los pasos 3 y
4 durante un total de 3 lavados.

5. Tras retirar el PBS restante tras el ultimo lavado, afadir 1.5mL de tampdn de
homogenizacion (HB).

B. Homogenizacion

6. Traspasar la muestra y el HB a un homogenizador Potter-Elvehjem de 5 mL situado
en hielo (Figura 7).
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Figura 7. Homogenizacion de tejido utilizando un homogenizador Potter-Elvehjem.

7. Homogeneizar lentamente con precaucion la muestra (Figura 7):

- Introducir el pistilo hasta el fondo del vaso de vidrio con precaucion, evitando
generar espuma.

- Con movimientos giratorios y de ascenso y descenso, triturar el tejido con suavidad
hasta que no queden restos visibles. Evitar generar espuma en el proceso.

8. Trasvasar el homogenado a un tubo de ensayo limpio, volcando el Potter.

Parte Ill — Sub-fraccionamiento celular y aislamiento de sinaptosomas
9. Centrifugar el homogenado durante 10 min a 800 xg @ 42C (Figura 8).

10. Trasvasar el sobrenadante (S1) a un tubo eppendorf.

Figura 8. Sobrenadante S1 y pellet P1 resultantes tras la centrifugacién de
homogenado.
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11. Resuspender el pellet 1 (P1) en 1 mL de PBS y conservar en hielo marcado como
fraccién P1. Esta fraccion P1 contiene los nucleos celulares (neuronas vy glia), asi como
otros debris resultantes de la lisis celular.

12. Centrifugar el sobrenadante S1 durante 15 min a 6500 xg (Figura 9)

13. Trasvasar el sobrenadante (S2) a un nuevo tubo eppendorf. La fraccion S2
contiene las vesiculas sinapticas, reticulo endopldasmico y material soluble.

Figura 9. Sobrenadante S2 y pellet P2 resultantes tras la centrifugacién del
sobrenadante S1.

14. Resuspender el pellet (fraccion P2) en 1mL de PBS. La fraccion P2 contiene los
sinaptosomas, restos de membrana plasmatica, restos de mielina y mitocondrias. Si
se deseara aislar los sinaptosomas del resto de componentes, se utilizaria una
ultracentrifuga y un gradiente de densidad de Percoll.
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