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RESUMEN 

En presente trabajo se describen las características del 

crecimiento in vitre de células hipotalám1cas Y cerebrales de fetos 

murinos .. Este registro de datos citológicos y de curvas de 

crecimiento se podrán emplear como información preliminar al montaje 

de cultivos de células nerviosas como modelos tn vitre susceptibles 

al acceso y la maniPulacion directa del microambienle celular. Entr~ 

las obstrvaciones importantes al considerar el ~ultivo de estas 

células como modelo de estudio se pueden mencionar las siguientes: 

a) Los distintos patrones de comportamiento celular están 

estrechamente ligados al grado de desarrollo ln vlvo del teJido usado 

como fuente ele células nervio-sas .. ÁS!, se obseYva que la 

susceptibilidad al proceso de cultivo de células dispersas dei>ende 

claramente del grado de dit•renciación al que han llegado las 

estructuras empleadas. Ya que el desarrollo fetal del hipotálamo es 

más temprano que el de estructuras corticales del cerebro, la edad 

fetal a la que se obtiene el teJido hipotalámico es muy importante en 

el desarrollo subsecuente in vitre. En cambio, el teHdo fetal de 

corteza cerebral es más refractario al estrés de la manipulación Y 

crecimiento in vitre. 

b) Se distinguen dos comportamientos distintos de las células 

sliales hipotalámicas en función de su edad fetal. Al ser tomadas de 

hipotálamos donde la maduración neuronal se está iniciando, las 

células gliales se comportan como precursore5 inmaduros con gran 

capacidad proliferativa y menor disposición ~ la diferenciación 

morioló91ca. Si las celulas gliaies se toman de hipotálamos con 2 



dlas mas avanzada la madurac1on neuronal, presentan caracterlsl1cas 

de PrecuYsores comprometidos. esto es, con menor capacidad 

proliterat1va y mayor disposicion a diferenciarse. Particularmente 

clara fue la diferencia entre ~slos dos 9rupos gliales en respuesta 

al medio condicionado homólogo te.9. medio condicionado por cultivos 

del mismo origen1. Las ,cEil•.ilas gl iales mas inmaduras respond\an 

inhibiendo S\J actividad proliferativa príncipalm.anto .. En ·:~mbio, las 

células gliales de mayor edad respondlan con una mayor diferenciación 

morf olog ica. 

CJ El medio condicionado homólogo aumenta la sobrevivencia y el 

desarrollo de neuronas cerebrales e hipotalámicas. Muy probab lamente 

las células responsables por este acondicionamiento microambiental 

son las cél~las astrogliales. La interacclon trófica neurono-glial en 

hipotálamo posiblemente es importante en la expresión de la Hormona 

Liberadora de T1rotrofina (TRH!, si no como una condición 

instructiva, por lo menos como 'una condición permisiva. 
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1. INTRODUCCION. 

1.1 OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO. 

en· el laboratorio se pretende estudiar los aspectos bioqulmlcos 

de la expresión y metabolisMo de péplidos neu~oactivos en el SHema 

Nervioso Central. Particular énfasis se ha puesto en el estudio de la 

neurosecrecion y bioslntesis de dos péptidos hiPolalámlcos: la 

Hormona Liberadora de Tirotrofina <TRH) y la Hormona Liberadora de 

Gonadotrof i nas (GnRH). un tr ipépt ido y un decapéplido. 

respectivamente. Se ha demostrado que estas hormonas tienen una gran 

imi>ortanci" en función neuroendócrina a través del eje 

hipolálamo-hipofisiario. En la búsqueda de un modelo donde estudiar 

la regulación de la biostntesis, se consideró el desarrollar técnicas 

de cultivo dadas las múltiples ventajas que estos sistemas in vitre 

ofrecen. En la tesis del B.iólogo Jase Luis Redondo C 19S3l. 

desarrollada en este laboratorio. se describen los primeros esfuerzos 

en l" optimización de un sistema de cultivo primario de células 

dispersas. obtenidas de hipotálamos embrionarios de ratón. Ut~lizando 

Radio-inmuno-ensayos especificas. se moniloreó la expresión pepttdica 

in vitro. En adelante solo se havá mención de los resultados sobre 

TRH. del cual se obtuvo mas información. Fue posible detectar niveles 

altos de TRH lmás da 50 pg Por hipotálamo equivalente in vitral en 

células cultivadas hasta por dos semanas, si se frenaba la 

i>rollfer .. ción celular con citocin-arabinósido. Sin emba\·go, tos 

valores del lripéptido d~lectados adolecian de una gran variabilidad. 

En un grupo grande de cultivos hiPotalámicos, aproximadamente un 

tercio presentó un desarrollo neuronal decepcionante, con gran 

-1-



lllTRúDUCCl.üN 

µérdid~ celular. En estos cultivos no se detectó TRH intracelular. En 

cambio. en los cultivos restantes se logro una scbrevivencla neuronal 

satisfactoria •Por observaciones microscópicas a contraste de fases>. 

En -.: . _ _, 
, ... ,r.au •-111:;: este subgrui>o se detectaron niveles de TRH 

intrac~lular que variaban en un intervalo de 50 a 1000 pg por 

htpotálamo equivalente in vitre. En la otra mitad no fue posible 

detectar el P~Plido. Estos resullados nos instaron a definir 

condiciones de desarrollo in vitro favorables a las neuronas 

hipotalámicas en general, y a las neuronas peptidérgtcas en 

Particular. 

kctualmente. se sabe de la importancia que varios factores 

celulares y hormonales tienen sobre el desarrollo nervioso. En el 

Sistema Nervioso Central. las células gliales Parecen estar Jugando 

un PdPe l imPo~tante en la diferenciación neuronal. No obstante, el 

sobrecrecimiento glial que se obtiene baJc ciertas condiciones in 

vltro v"' en detrimento de la poblaclón neuronal: el estado de 

diferenciacion obtenido por la población glial pudiera también 

repercutir sobre la funcionalidad nerviosa. En el presente trabaJo se 

AnAliZA el desarrolle da ambas poblaciones baJo distintas condiciones 

de crecimiento. De esta manera. se pretende tener un registro del 

comportamiento y características de las distintas pob l ac iones 

celulares en estos cultivos como un paradigma en el diseno de 

cultivos Particulare~ encamin"1dos a 1"1 solución de problemas 

e~p~clf icos. Las Vdriables del crecimiento in vitro que sa anali~aron 

son la si9uientes: 

i) Crecimiento de células nerviosas tomada~ de dos reglones 
distintas del cerebro: hipotálamo y lóbulos frontales. 

ii> Efecto de la inclusión de un agente antimltóttco en el medio 
sobre el desarrollo celular. 

-2-



INTRODUCC!OH 

iii) Densidad de siembra! crecimiento a Huy Alta Densidad 
celular l4xl0-5 cel1cm2•, Alta Densidad celular (lxl0-5 cel/cm2>, y 
Baja Densidad celular <0.5x10-5 cel/cm2J, 

iv) Crecimiento en presencia de medio condicionado homólogo. 
v) Crecimiento en presencia de distintas proporciones de suero 

en el medio. 
vi) Crecimiento de células procedentes de embriones de dos 

edades fetales distintas. 

F.l desarrollo y crecimiento celular se siguió por observaciones 

microsc6p icils a contraste de f~ses, y Por la determinación de las 

curvas de crecimiento. expresadas como valores totales de ácido 

desoxiribonucléico <DNA) y protetna. La repercusión que las variables 

mencionadas pudieran tener sobre el desarrollo neuronal peptidérgico 

midiendo 

el contenido celular del péptido. 

Para situar el avance logrado en el estudio de células animales 

utili¿ando técnicas de cultivo i11 vltro. se mencionarán algunos 

asPectos historicos sobre esta tecnologia de reciente florecimiento, 

especialmente en el área de la neurobiologia. 

t.2 ANTECEDENTES. 

Cultivo de células: la tecnología. 

Desde su nacimiento en 1907, cuando Harrison cultivó por primera 

ve~ un explante de tubo neural fuera del organismo y sobre un 

•:ubreobJetos, el cultivo celular in vitro abrió un capítulo nuevo en 

el acervo de técnicas disponibles para la investigación biológica de 

células animales. Como en lod~ nueva técnica, surgió de ásla una 

proliferación de metodologias tan particulares como los mismos 

investigadores que las disenaban. perfilándose as1 un arte más que 

un~ técnica analttica. Frecuentemente, los cultivos consistían de 

e~planles atrapados en coágulos y mantenidos en plasma. entre un 

-3-



ltHRODUCC l ON CULTIVO: LA TECNOLOGIA 

invertido sobre un portaobjetos con una depresión 

o:irr.ular (cámara de Haximow). No fué sino hasta los trabajos de 

Carrel y cols. (1912) que se propuso una serie de directrices para 

l"' .aplicación del cultivo celular a la biologla experimental, 

utilizando coágulos. sueros y extractos de lej idos en el 

m;¡nlt?nimlenlo y propagación de células de verteb..-ados. Estos 

Pn.>•ooid imien tos sentaron l~s base5 para una amplia gama de 

inveslig~ciooes en los siguientes anos CCarrel, 1924>. Empero, la 

lécnlc"' desarrollada hasta entonces era demasiado laboriosa, y el uso 

de medios complejos y de composición indefinida obstaculizaba 

estudios anallticos. 

En la década de los 50s, anareciaron técnicas de cultivo basadas 

en la siembra de células dispersas. Se definieron asi varias técnicas 

de cultivo con caraclertsllcas propias a su desarrollo y aplicación, 

a saber: 

Cultivo de or9ano: Un qrgano o fragmento de órgano es cultivado 
conservando la histologta original del órgano in vivo. 

Cultivo da células: Células dispersadas por via 
o qu1mica se cultivan como suspensión o sobre 
,e.9. la superficie de vidrio del recipiente>. 
primario o de una ltnea celular. 

enzimática, mecánica 
un sustrato sólido 
El cultivo puede se.-

Cultivo primario: Las células cultiva~as proceden directamente de un 
organismo, sin ninguna subcultivación in vitro. 

Ltnea Celular: Propagación de células después de 
subcultivación. La llnea celul~r Puede ser continua <e.9. 
finita \e.9. células somáticas diploides). 

la primera 
tumoral> o 

Cultivo Histoltpico: Re.asociación de 
tridimensionales reminiscentes de un 
llamado cultivo de teJido). 

las células en estructuras 
tejido en particular <también 

Do~ ramas en la investigación biomédica dieron el principal 

lmPl!lu al des.arrollo de metodologias ae cultivo como una tecnologla 

sofisticada y p~eclsa: la producción de vacunas ant ivlrales y la 

-4-
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1:omPrension de los procesos neoplásicos. Fué posible producir grandes 

cantidades de células baJo condiciones controladas para análisis 

bioqu1m1co. Poco después, en la década de los 60<., técnica-:; de 

fusión celular permitieron grandes avances en estudios in vttro de la 

genética de células somáticas <Sorieul y Ephrussi. 1961: Liltlefield, 

19o4: Harris y Uatk~ns, 1965J. Asimisoo, en 1975 esta !novación se 

utili¿o en la produccion de hibridomas: 

Po» fusión con células tumorales de 

1973;. El h.dlazgq dió origen a toda una 

linfocitos ll transformados 

mieloma <Kohler y Hilstein, 

nueva tecnolog!a para la 

l'-nxlu.:ción de anticuerpos monoclonale-;, con aplicacione-; no solo 

dentro de la Inmunolo91a. rama de estudio donde fué generada, <Sino 

además en muchos otros campos. La explosión del uso y aplicaciOn de 

métodos de cultivo de-;de entonces llevó a la e-;tandarización de los 

elementos para el mantenimiento celular in vitro <medio-;, sueros, 

~ntibiólicos. elc.J as1 como del equipo necesario \recipientes de 

cultivo, incubadoras. campanas de fluJo laminar. etc.l. Actualmente 

la met;i a alcanzar en l_o que concierne a esta metodologia es la 

comPlet;i def inicion quimica del medio de cultivo para la obtención Y 

mantenimiento tanto de lineas celulares como de células diferenciadas 

\Barnes y cols •• 1984ai. 

El desarrollo celular in v!tro. 

La agresión que sufre un teJido diferenciado en el proceso de 

disPersión repercute dramáticamente en la viabilidad de sus células. 

Varios eventos selectivos operan para la obtención de alguna 

Poblacion en particular. Comúnmente. sobreviven solo aquellas céiu1as 

con capacidad proliferativa y de adaptación a las condiciones in 

vitro \tipo fibroblastos: Freshney, 1983). Se ha optado por utilizar 
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tejidos mas inmaduros <e .9. fetales>. ya que éstos son mas 

resistentes al estrés de la manipulacion y siembra. Sin embargo, en 

muchas oca~1ones queda por demostrar el Paralelismo entre el 

desarrollo 1n vitro e in vivo. Aun en cultivo~ Primarios de células 

de teJido adulto existen varios •compartimientos• d:J células 

correspondientes a los distintos rangos dentro de una 9enealo91a 

Part1culaY. Ba~icamente se pueden definir 

celulares dentro de los componentes de cualquier leJido: 

Células madre: son capaces de dar origen a varios 
diferenciados: con gran potencial proliferat1vo. 

fenotipos 

Células precursoras comprometidas: con potencial Proliferativo 
limitado y relativo a las circunstancias, dan origen a un fenotipo 
particular baJo condiciones apropiadas <•inducción•). 

Células diferenciadas maduras: usualmente Postmil6ticas (sin 
capacidad proliferaliva1 y de fenotipo completamente diferenciado. 

Es muy comun que las condiciones in vitro seleccionen a los 

tipos celulares inmaduro5 dentro de una misma serie genealógica, 

paYticularmente en base a sus capacidades ?roliferativas. como por 

e.iemplo las células Pre·cursoras. con la subsiguiente pérdida de los 

marcador~s de diferenciación en el transcurso del cultivo. Sin 

embargo es posible tener condiciones bajo las cuales se recuperan 

estas caraclertsticas dlferenc1adas \para referencias ver Freshney, 

t 9'83>. 

El cultivo cel~lar en la neurobiologia. 

Ross G. Harrison (19ú7J, a quien se le considera ~l inventor del 

cultivo celular. utilizó esta técnica con el único fin de demostrar 

el origen de las fibras nerviosas, y dar termino a una controversia 

sobre este asunto. HaYrison pudo observar el desarrollo de las 

neuritas como la elongacion de fibras individuales <axones> hechas de 
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extensiones protoplásmicas con un extremo distal de mayor. tamano que 

el diámetro de la fibra. y con múltiples y fina'i prolongaciones <cono 

de ~recimientoJ. Esta estructura ProtoPlásmica está en continua 

extensión y retracción, sugiriendo movimientos ameboides, y es 

responsable de la extensión y alargamiento de la fibra axónica 

1907J. Una Vül esiablecido lo ant~r!oY. este !r.vesti~qdor 

no se ocupó de explotar las aplicaciones de la explanlación in 

vitro. 

V.trias anos despues, Hakai 11956) inicia la siembra in vitr-o de 

células dispersadas de teJido nervioso. En lrabaJos posteriores. la 

ide~ detras de este procedimi2nto residía en obtener poblaciones 

aisladas de los distinto<; tipos celulares <neuronal y glial> para el 

estudio de sus caracterlsticas biológicas particulares y su posible 

relevancia en las interacciones entre los diversos tipos. El 

descubrimiento y aislamiento del Factor de Crecimiento Nervioso CNGF} 

permitió el desarrollo de cultivos de neuronas del Sistema Nervioso 

Periférico Por tiempos ~rolongados y aan en ausencia de gl{a <Varon y 

Adler. 1980;. Sin embargo, el cultivo de neuronas del Sistema 

Nervioso Central ha tenido menos éxito. Los cultivos mixtos de 

neurona<; centrales y neuroglta dan paso a la gran capacidad 

proliferativa de ésta dltima y terminan en poblaciones enriquecidas 

en astrog!ta. La• neuronas. baJo estas condiciones, no sobreviven por 

más de 10 dtas en cultivo ISensenbrenner. 1977). Utilizando estas 

PYePariacione~. se ha logrado obtener bastante información sobre la 

fi->iologta del astrocito y su importancia en la función nerviosa 

•Ualz y Hertz. 1983>. Solo Yecientemente se empiezan a reconocer 

f~ctores tróficos para neuronas centrales CVaron y cols .• 1984: 

Hul lar y col,; .• 1984). y su caracterización y aislamiento 
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r~pr~~entará un gran avance 

N~rviaso C~ntral. 

en el estudio 

l.3 ONTOGENltt DEL SISTEKA NERVIOSO CENTRAL. 

CULTIVO: LA TECNOLOGIA 

in vitre del Sistema 

Du1·ante el desarrollo embrionario 

~...:lüdt:armo pYimaYio una zona de la cual 'Se 

en vertebrados. surge del 

derivará todo el Sistema 

N.ar·vioso: la Placa neural o neuroectodermo. Este epitelio sufre una 

invaginación a todo lo largo, definiéndose un canal neüral y las 

neu.Yales. <Fig, 1.1). La invaginación neuroepitelial procede 

hasta Que los bordes se fusionan formando un tubo neural, del cual se 

desarrollarán las vestculas del Sistema Ha:-vicsc Central <SNCl. Las 

las crestas neurales, que a su vez quedaron dorsalmente 

entre el tubo neural y el ecto~ermo ( ¡:: ig. 1.1)' migran para dar 

origen. entre otras cosas. al Sistema Nervioso Periférico <S»P>. Una 

caractertstica imPoYtai\te del epitelio de 1 tubo neural 

(neuroepitelio> es una clara distinción regional a lo ancho de éste. 

La ~ona más cercana al lamen es la zona germinal <e.g. donde se 

Y"ei\lLtan las divisiones celulares). Esta zona, por estar adyacente a 

lo que luego serán los ventriculos cerebrales y el canal central de 

la espina dorsal, es llamada ~ona ventricular. En la parte más 

superficial está la zona marginal, <lalimltada por una membrana basal 

donde se encuentran procesos celulares principalmente. Las 

c•lulas individudles cruzan toda la extensión del neuroepitelio. en 

contacto c.:>n la membrana externa y unidas entre si en la superficie 

interna por bar• as terminales (Fig. t .2). El ciclo celular en el 

neuroepitelio racién formado procede de acuerdo al esquema propuesto 

por S~uer en 1935 <Flg. 1.3). La metafase en la zona ventricula~ es 

~~guida por una telofase é interfase temprana con desplazamiento del 
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Flgur~ l.l.- DlbuJo esquem~tico de seccionas a través de embriones a 
varias edades consecutivas. mostrando la formacion da las crestas 
neurales, el canal n"ural y el tubo n"ural t tomado de •Hedlcal 
F.mbryolo9y• d" J. 1.angman. l'Y75, pp 319. Uilllams <. Uilkins Co.). 

célula 
neuroepitelial 
en mitosis 

célula pial 

barras tenninales 

Figura t.2.- DlbuJo de una sección a lo ancho de la pared del tubo 
neural. l.a mayor parle de la pared conslste de células 
neuroePitelial<is en mitosis o en síntesis de DNIL En la parle 
superficial, adyacentes a la m"mbrana limltante externa, se 
encuentran los neuYoblastos en proc.,so de dlfeYenclaclón. <tomado de 
"Hedical EmbYyology• de J. l.angman, 1975, PP 324, Uilllams & Uilkins 
Co.). 



tHTRODUCClOH OHTOGEHIA DEL SNC 

nucleo hacia regiones más superficiales en el neuroepitelio. La 

interfase tardta y la profase se r~alizan al mismo tiempo que el 

nucl,.o ~·egresa a zonas internas. A.l llegar a la zona ventrtcular, la 

célula Pl,.rde contacto con la superficie externa y se redo~doa Para 

iniciar un nuevo clclo celular <Fig. 1. ¿¡. El primer l i po celular 

productdo es el neuronal. Los precursores neuronales permanecen sln 

actividad mitólica er. la zona ventricular. Estas células 

postmitóticas migran fuera de la zona ventricular para formar una 

zona intermedia o zona del manto. As!. en etapas más avanzadas del 

desarrolla del SHC. se pueden distinguir tres zonas principales: la 

zon~ ventit~~l¿~. con las células germinales; la zona inteymedia o 

¿onA del mdnto, con neuYon~s Jóvenes en migración; y la zona margl~~? 

IFig. 1.4). ksimlsmo. la neuroglia surge de células que han migrado 

fut0r" de la zona ventricular. Sin embargo, el prP.cursor g\ial 

(glioblasto) conserva la actividad mitótica, ya sea en la zona 

intermedia o en los tractos fibrosos y comisuras. En la coYteza 

cerebral, los glioblastos forman una zona de actividad proltferativa 

~dyacente a la zona ventricular, llamada zona subventricular (Flg. 

l.4). En todas las Yegiones del SNC en general. las neuronas son 

Producidas antes que sus células gliales asocladas. AdeC>ás, la 

Prollferación de la n~urogl1a está Yelacionada can la dlferenclacl6n 

y ~reciml~nto de las n,.uronas. Esta relación es más dif 1cil de 

an regiones con un Pe>" lodo ex t.ind ido de produce ión ne•.ironal 

(coma la caYteza cerebral y el cerebelo). No obstante, aQn en astas 

regiones e~tA claYo que las Primeras neuronas aparecen siempre antes 

que las Primeras células gliales 

seo-:ion ver Jacobson. 1978). 

(para más detalles sobre esla 
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F.igura 1.3.- Sección del tubo neural 
lntermitótlca del nucleo de una sola célula 
(modificado de Sauer, 1935) . 

ESPINA DORSAL M 

:nwrooa V 

ISOCORTEZA CEREBRAL M-
:m :l1mr:11:>'.Clltl!Jl2JU2LU 

mostrando la migración 
neuroepltel1al germinal 

Mii ~·~ 

1 f~ ' 
Je 

Figura 1.4.- Zonas y capas en e! desarrollo de la lsocorteza 
cerebral. la espina dorsal y el cerebelo de mamíferos. Algunas etapas 
consecutivas en el desarrollo se muestran de izquierda a derecha. CP, 
Placa cortical: E. capa ependimal; EG. capa granular externa¡ Gr, 
capa granular: I, zona lntermedía; LO. lámina diseccans; H, zona 
marginal; Ho, capa molecular; P, capa de células PurklnJe; s. zona 
subventricular o subependimal; V, zona ventricular o germinal !to~ado 
de Jacobson. 1978). 



INTRODUCC lON OHTOGENIA DEL SHC 

Ontogenid de los tipos celulares en el SNC. 

Dentro de la investigacion en la ontogenia del Sistema Nervioso, 

hd sido posible obtener bastante información sobre la ontogenia de 

diferentes tipos neuronales en el SNC. Estudios ultraestructurales y 

de ... utorddiogr.\fld han coadyuvado en forma importante al avance del 

conocimiento en este campo. Sin embargo, el estudio de la onlogenia 

n"'urogl i"l hd sido complicado por el hecho de que existe un gran 

retraso entre el momento de origen de las células gliales <e .g. 

determinación) y el momento en que alcanzan su etapa final de madurez 

(e.g. dilerencidción). BaJo e~tas CiYcunstanctas. ia proposiciófi u~ 

un esquemd gen.-: a lógico global de los tipos ce lu lare'S en el SNC ha 

sido motivo de muchas esPecula~iones. En muchas especies de 

mamtferos el tipo neuronal del SNC es originado principalmente en 

Ccon excepción d~l c~rebelo: dohde las células 

grñnulares conlinuan siendo mitóttcas despué'S del nacimiento> 

(Jacobson. 15'78). Por otra parle. se ha puesto de manifiesto un 

Po\trón de producción slial <Privat y Fulcrand. l977l con dos par-iodos 

distinguibles de proliferación terminal (e .g. última división 

celular>: prim~r"o, de la astroglta. que es determinada 

y se extiende a Periodos postnatales variables. 

dePendiendo de ld región. y el segundo. de la oligodendroglta, que es 

preponderante después del nacimiento, y que sugiere la fuerte 

dePendencl.a entre la maduración de estas células y el desarrollo de 

v1as nev-viosas C axones). En amba~ poblaciones 'Se Pueden observar 

varids etapas de transición en el proceso de migración y maduración 

final (para revisión ver Privat y Fulcrand, 1977). Ilustrando lo 

anterior. en un estudio de incorporación de limidina tritiada durante 

todo el periodo prenatal de la rata se muestra que en corteza 
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lNTRODUC:C:lON ONTOGENIA DEL SNC 

18 semanas después del nacimiento solo 20% de los 

oligodendrocitos totales incorporaron la marca radioactiva, mientras 

que más del 50'.í~ de astrocitos y el 100/; de neul'"onas resultaron 

marcados <Haas y cols .. 1970). 

Por lo tanto. el esquema básico de producción celular en el SNC 

const~ de un periodo inicial de producción neuronal, seguido (con 

elaPas de traslape variables) por periodos de producción glial, 

dominado Pr-1meYo por la astroglta y poster1ormente por la 

oltgodendroglta. Este patron general sugería una genealogía donde las 

células ventriculares primero darlan origen a los precursores 

neuronales <neuroblastos) para después cambiar la determinación hacia 

!es precursores gli.::les !g!ioblastosl. Estos últimos a su vez 

seguirian una determinacion secuencial originando primero a los 

Prt!cursor-.as de astrogl1a <aslroblastos>, y subse~uentemente a los 

precursores de oligodendroglta .(oltgodendroblastosJ. Fu Ji ta ( 1966) 

la e~istencia de un precursor común del cual se 

derivaba 1.n·imt!ro la población neuronal. Una vez terminada la 

neurogénesis. el precursor sufría un cambio que lo transformaba en 

glioblasto. para derivar finalmente en célula ependimal. Sin embargo, 

un estudio combinado de microscopía electrónica y óptica con 

in~unociloqutmica contra la pyoteína acídlca fibrilar de glía (GFAp), 

un maycador especifico de a5lrogl la, mostró la coexistencia de 

precursores astrogliales y neuronales durante la neurogénesis (Levitt 

y cols •• 1981). lo cual demostraba una determinación temprana de los 

precursores astrogliales, y por otra parle qua éstos expresaban un 

marcador de diferenciación antes de la última división celular 

l .5). 

-11-
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Figura 1.5.- Teortas sobre el origen de los tipos neuronales y 
gliales. (AJ Inicialmente, U. His habla propuesto hace alrededor de 
un siglo que los tipos neuronales y g!iales estaban completamente 
separados: g, célula germinal; -s, espongioblasto-s. <BJ La suge.-encia 
de A. Schape.- fué que estos dos tipos c~lulares son o.-iginados por un 
solo precursor, que se divida después de migrar fuera de la zona 
ventricular. <CJ La aPlicacion de la autoradiografía de tlmldlna 
trltiada llevo a S. FuJlta a concluir que las ~élulas con capacidad 
p.-oliferativa dan origen p.-imero a las neuronas <l> y, posterior a la 
neurogenesio;, a las células gliales <2>. <D> La capacidad de 
demostrar la presencia de la p.-otei'la fibril<1r acídic.i de glía. un 
marcador celular especifico de glía, proveyó evidencias Para la 
os:>iniOn actual de que los Precursores nerviosos y gllales coexisten 
en la zona ventricular desde etapas muy temprana-s en el desarrollo 
<modificado de Levitt y cols •• 1981). 



lNTRODUCC!ON ONTOGENIA IN UITRO 

1.4 ONTOGENitt DEL SISTEHA NERUIOSO IN ViTRO. 

La evidencia histológica discutida anteriomente brinda un 

esquema sobre la diferenciación del teJido nervioso en el desarrollo 

normal in vivo. El abordaJe directo al estudio del desarrollo de los 

tipos gliales y neuronales ha sido posible gracias a las técnicas de 

cultivo. No sola se puede observar directamente la dinámica de la 

que además se pueden aislar y determinaclOn 

carac ter i ¿ar 

ce 1u1 ar , si no 

las condiciones y estimulas ambientales que controlan 

estos procesos. Una investigación bibliográfica fué Pertinente Para 

definir un marco metodológico y conceptual dentro d~l cual ~e ~uerl~ 

estructurar el diseno de modelos de la función nerviosa utilizando 

cultivos celulares. Esta información se hace más necesaria en cuanto 

que regularmente los elementos celulares con los cuales se parte para 

el cultivo in vitre son células relativamente Inmaduras <fetales o 

post nata le-.;>. La revisión bibliográfica Presentada a continuación no 

Pretende ser e~haustiva, 

actual en el á>-ea de la 

sino que proporcione un bosqueJo del avance 

neurobiología del desarrollo \par-a una 

discusión mas amPlia. ver la revisión de Jacobson, 1985>. 

El resultado de cultivar células de teJidos inmaduros dependerá 

fuertemente de la-.; condiciones in vitro y de la composición celular 

sobrevivienle. Este ultimo punto es de gran relevancia al estudiar el 

tipo~ celulares. Es posible partir de una 

•u•Pensión celuldr compuesta por una proporción determinada de tipos 

la cual ~ea alterada en el transcurso del cultivo Por las 

condiciones i" vitro. Ya sea: i) seleccionando a favor de algQn tipo 

en e-.;pecial, pero sin modificar las caracteristicas celulares de éste 

(condición selectiva>. o bien ii) promoviendo la determinación 
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tipo a partir de sus precursores lconaicton 

in,;lrucl iv,.). 

Ilu~lrando el primer caso, se ha observado que al cultivar 

célula~ embrionarias de teJida nervioso, es de gran importancia la 

adad dal embrión que se utiliza. Cultivos de células dispersas de 

Pollo de 5 a 12 d(as de gestación producen poblaciones mixtas de 

n~urona'5 y glia a las dos semanas in vltro. Las neuronas de 14 a 19 

dtas de gestación degener"an durante la primer semana en cultivo, para 

dar paso a la población glial que ya en la segunda semana es la 

predominante <Booher y Sensenbrenner, 1972). 

Pa..-a el segundo caso. es necesar"io conocer la capacidad de una 

célula inmadura de seguir una rama genealógica in vitro como se logr"a 

in vivo. Fedoroff <1977> ha observado que las células de neocorteza 

sambr"ada,; muy baJa densidad forman coloni~s disc1atas con 

mar"fologlas muy parlicular"es, ~e las cuales se han ide1;t !. f icado 6 

tipos de colonias, y por microcinematografia ~.... sido posible 

establecer la din~mica del desarrollo e inter"conver"sión de los 

distintos liPvS. ~sta estrategia da una medida in vitro del potencial 

crolifer"alivo de los compartimientos celulares en el teJido nervioso. 

La capacidad de formar colonias disminuye con la edad del teJióo 

(Fedoroff. 1977). De especial interés son tres tipos de colonias, que 

muy posiblemente representan la respuesta de ciertos precur"sor"es 

.:.elulares al desarrollo in vitre, las colonias A, B y C. A medida que 

te J ido subventricular" utilizado es de mayo~ edad poslnatal, 

disminuye la frecuancia de colonias A obtenidas in vitro. La 

ultraestruclura de las células de colonias A muestra una gran 

similitud con la de células subventriculares, lo que apoya la ldoa de 
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identific~r las células de colonias A como- células 

subventriculares. Después de dos semanas en cultivo las col >nias tipo 

;. dan origen a colonias tipo C. Estas a su vez puede~ producir 

colonias tipo B <Fedoroff. 1980). 

DuYante la pri~er ~emana. las colonias fo..-madas in vi t.-o no 

cambian su tipo de morfología. Esto hizo posible •.stimar la 

proporción de los diferentes tipos celulares en el teHdo en 

desarrollo in vivo. a partir da la fracuenc\a da las colonias 

formadas in vitro. raspee l ivamenta (Fedo•·of f. 1980>. \.os datos 

las células de colonias C r~P<esGntan glio blastos que 

corr~~Pond~n a los Precyrsores emigrando fuera de la zona 

subventricutar hacia :i:onas más superficiales en la neccorteza. l.a 

capacidad de inducir una morfologta ca..-acleristica de a .• trocilos al 

tratar a estas célul.:is con un an.\logo da AHP-cicl ico pe1·mite suponer 

que han sido PYedeterminados co_mo astroblastcs antes o du.-ante el 

periodo inicial de cultivo. \.lama especialmente la atención como la 

secuencia de aPal'ición in vivo de estos tipos celula•es se puede 

..-eproducir en Periodos prolongados in vit.-o (a.9. más le una semana: 

Fedo.-off. 1980). 

Fedoroff (1980) Postula una genealogia glial en l• neoco.-teza de 

roedores y J.ves donde incluye un t·ango más en los compar t imlen tos 

celula.-es: las células progenito.-as. con potencial Pr»liferativo mAs 

amPlio que el da las células pYecursoras pero con posibilidades de 

diferenciación más .-est.-ingidas que las células mad.-e. En base a lo 

anlel'io.-, la genea1ogía in vit.-o e in vivo se puede relacionar como 

sigue: 
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lNTRODUCCION ONTOGENIA IN VITRO 

Colonias P: células ventriculares <células madre o progenitoras 
primitivas. posiblemente pluripotentes>, obtenidas de embriones muy 
jovenes: dan origen a colonias á. 

Colonias Kl células subventriculares. corresponden a los glioblastos 
\progenitores glialesJ: dan origen a colonias é. 

Colonia• C: células corticales migratorias, corresponden a los 
astroblastos \Precursores comprometidos) y pueden ser transformados a 
astrocitos diferenci~dos por tratamiento con dibutir!l-AHP-c!clico. 

Colonias B: células 
respuest~ a las 

senescentf?s, 
condiciones in 

probablemente 
vitro; surgen 

artefactuales como 
de colonias C, y 

continuar con la representan células en decadencia que no pudieron 
diferenciacion terminal. 

Un aspecto notable en este trabaJo es la ausencia de la rama 

oligodendroglial, ya que en los resultados mencionados no se pudieron 

distinguir colonias de célu!~s se:neJante~ a c!igcdendrcbl~~to~. He 

fue Posible determinar si las células tipo A tenian la alternativa de 

generar Precursores de oligodendrocitos, o si aún en esta etapa de 

inmadurez celular la determinación astroglial era ya irreversible. Es 

posible que las células A en realidad representan células 

progenitora-; o glioblastos con ambao; alternativas de diferenciación 

terminal, pero que -;in embargo las condiciones in vitro de alguna 

canalizado la progresión genealógica hacia o;olo una de 

las ramas. Por al contrario, existe también la posibilidad de que las 

células ~ sean glioblastos predispuestos a la v(a astroc1tica, y que 

los glioblastos alternativos no sobrevivan alguna etapa del proceso 

in vilro (por ejamplo, el pe~.:.do al Plástico; Fedoroff, 1980}. 

Inmunocitoquimica y la genealogía nerviosa en el SHC. 

!..-a opt imi zac ión de lécn ic:-as i nmt:-l'OC i toqutmi<:ao; desarrollad as en 

los \lltimos anos para la caracterización de células in vilro ha 

mostrado ser una hcYramienta muy poderosa en la identificación 

espec(fica y directa de varios tipos celulares (para referencias, ver 
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Raff y cols., 1979). á través del uso de antisueros contr~ distintos 

marcadores celulares. ha sido posible delinear una bateria de 

m~rcadores esPectficos para las células nerviosas <Raff y cols., 

1979>. De especial interés para la presente introducción son aquellos 

que Permiten identificar de manera precisa a los distintos tipos de 

células nerviosas centrales. entre los cuales se pueden mencionar: 

(GC>, Principal componente glicol1Pido de la 

mielina y marcador especifico de oligodendrocitos; gangliósidos 

eSPdClficos de neuronas. los cuales actúan como ligandos de la ToHlna 

Tetánica CTT): y finalmente. la Proletna acidica fibrilar de glta 

(GFAP), esPectfica da astroc!tcs. Le-; dc=t ;:;rimar-o.; soíl marcadores 

ewtracelulares, y el ultimo es intracelular. Se 

cultivos fetales y neonatales de cerebro de rata, 

ha visto que en 

la identificación 

de diversos tipos celulares in vitro sigue un curso temporal Paralele 

a su identificación in vivo. Abney y cols. <1981) encontraron que al 

caracterizar por inmunocitoqutmica a la células en 

cerebro de 10 CE10) o de 13 CE13} dtas de gestación, el 

cultivos.de 

intervalo de 

t iemPo quu transcurr1a antes de la primer aparición in vitro de un 

tiPo celular esPectfico reflejab~ fielmente el intervalo necesario 

Para su aParicion in vivo. en suspensiones celulares del cerebro 

fetal o neonatal correspondiente. Con esta metodología, se 

determinaron las fechas de primer aparición durante el desarrollo 

cerebral in vivo <o con el Periodo in vilro correspondiente} de 

OüUY'OOdS <TT+, <=Ell>. ;,s lroc i los 

wPendimdles (E17-18) y oligodendrocilos 

otros tlpos celulares. Los autores 

E15-16), células 

<GC+, 2-3 postnatal), entre 

sugieren que 

haci~ los tipos nerviosos estudiados está dada antes 

la determinación 

de E10 en el 

cerebro de rata. Las células se diferenc1Qn de acuerdo a un reloJ 
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bíolOgico, el cual no se ve afectado por el transPlante in vltro, ni 

Por la dispersion del teJido. Esto indica que dicho reloJ puede 

residir dentro de la misma célula en cuestión o en· alguna de sus 

vecinas. sin necesidad de invocar un mecanismo de información 

Posicional en la diferenciación de las células nerviosas (Abney y 

cols.. 1901 ). Una caractertstica metodológica importante de estos 

cultivos es la alta densidad de siembra empleada <>t0-5 células/cm2), 

que promueve la rápida reagregación celular <<24 hrs.) y la 

confluencia no neuror;al <4-6 dtas in vitro). 

El retraso de varios días en el desarrollo in vitro de la 

secuencia genealógica astroglial con respecto a la secuencia in vivo 

observada Por Fedoroff <l980l, probablemente está relacionada con la 

baJ1sima densidad de siembra utilizada con el fin de localizar 

colonias celulares pequenas. Este paradigma limitaría la interacción 

celular dentro de la misma. colonia y hace muy improbable la 

interacción con células de otras colonias. No obstante, solo la 

temporalidad del desarrollo Parece estar afectada, no así el orden de 

la secuencia lFedoroff,.1900), sugiriendo qua, al menos para la rama 

astrogl ial, el reloJ biológico reside en la célula ner~iosa 

Predeterminada. y si bien el estrés del crecimiento in vitro puede 

retrasarlo. no lo detiene completamente. 

En 1966, Shein estudió la composición celular de cultivos de 

células dispersas de cerebro fetal humano utilizando técnicas de 

tinción clásica y microscopla de luz. a pesar de las limitaciones de 

est~ procedimiento. sus preparaciones histológicas le permitieron 

c~ncluir que los cultivos consistian da oligodendrocilos inmaduros 

(esPongioblastos) sobre una alfombra de astrocilos. Esta segregación 
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de los dos tipos gliales en cultivos Primarios de células disPersas 

paso desaPercibtda Por más de una dác~da~ En 1978. KcCarthy· y de 

Vellis observaron que cultivos de células cerebrales sembradas a alta 

densidad estaban compuestos por poblaciones mixtas de oligodendro9lia 

y astro9l1a al final de la Primer semana. Durante este periodo 

inicial in vitro se perdla la población neuronal, quedando una 

pobldción de células pequenas. oscuras al contraste de fases y con 

Procesos cortos. descansando sobre una alfombra confluente de céiuias 

transparentes. Ultraestructuralmente, la Primer población sa 

asemeJaba a oligodendrocitos inmaduros, y la segunda a astrocitos 

inmaduros <GFAp+). Estos autores disenaron un procedimiento Para 

~epardY la~ poblaciones gliales en base a su sesrega~iótt rt~ic~ ~n 

cultivo CKcCarthy y de Vellis, 1980). Una agitación moderada producía 

suspensiones de oligodendrocitos, que podían ser subcultivados hasta 

lograr poblaciones casi puras de oligodandro9lta. a juzgar por la 

morfologla y por marcadores enzimáticos específicos. La ~!!~mbra de 

células adheridas a su vez producían cultivos purificados de 

astro9lla en subcultivaciones posteriores. Un aspecto interesante del 

comportamiento celular in vitre es que los resultados son óptimos con 

leJido naonato de rata, de donde es más probable Perder la Población 

neuronal <situación similar en aves>. además, es necesario mantener 

al mlnimo la posible contaminación astroglial en los cultivos de 

ollgodandrocitos, ya que éstos últimos están en notable desventaJa 

frente a los astrocilos en cuanto a capacidad proliferativa. Las 

células del cerebro neonato da rata aparentemente ya estaban 

determinadas a se~ uno u otro tipo glial: era posible observar el 

desarrollo independiente de las dos clases morfol09icas de células en 

el periodo inicial del cultivo. Solo si se utilizaba cerebro fetal 
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eran necesarios de 7 a 10 

población oligodendroglial 

Ve l l ~ s , 1980) . 

OHTOGENlA IN VITRO 

dias antes de Poder discriminar la 

de la alfombra astroglial (HcCarthy y de 

Unos anos despues. en una serie de artículos, Raf f y cols. 

PYes~ntaYon varias pieza~ de información que van integrando un 

esquema claro sobre la genealog1a en el SNC, particularmente con 

t'eíerencia la gl1a. Estos autores utilizaron el antisuero 

monoclonal ~2BS, que está dirigido contra un polisialogangliósldo 

<Eisenbarth y cols., 1979) y el A4, cuyo ligando no ha sido 

caractoarizado aún (Cohen y Selvendran, 1981), ambos antisueros contra 

maYcador€s de neuYonas centrales. Su intencton inicial ª'ª de 

emplearlos para eliminar la población neuronal en cultivos 

embr ion arios y asi determinar 

diferenciación oligodendroglial 

la dependencia del desarrollo Y 

sobre la presencia de neuronas. Los 

antisueros no cruzan con ollgodendrocitos maduros (Abney y cols., 

1983). Lo que se encontró fue que los o1igodendrocitos inmaduros 

<GC+> tienen la capacidad de pegar ambos antisueros. asi como la 

toxina tetánica. Kás aun. el precursor GC- es a su vez A.285+, A.4+ Y 

TT+, marcadores que pierde al proceder con la diferenciación 

oligodendroglial. La determinación final del precursor embrionario 

hacia el oligodendrocito es un evento independiente de la presencia 

m1uronal !i\bney y cols., 1983). Un hecho de gran interés fue el 

des~ub<imiento de que este precursor oligodendroglial A2B5+, A4+, TT+ 

es también el precursor de astrocitos fibrosos <Raff y cols., 1983a>. 

Fué posible entonce!! utilizay estos antlsueros para la 

~araclerización de la rama genealógica astroglial. Esta afortunada 

circunstancia permitió distinguir tres tipos celulares al cultivar 

células dispersas de nervio óptico de rala, caracterizándose coma 
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~strocitos tipo 1, astrocitos tipo 2 (ambos GFAp+) y oligodendrocitos 

(GC+)(Raff y col-;., 198.3a y b>. El nervio óptico de rala orr•ce una 

ventaJa especial para el estudio de la gliogénesls. por ser una 

estructura carente de neuronas y su zona ventricular in vivo mantiene 

una gran actividad mitótica hasta la segunda semana postnatal. 

atribuida presumiblamente a oligodendroblastos y astroblastos. Los 

PYimeros P~oducen oli9cdand~ocilos a Partir del nac:imi~nto, y 

mantienen una Poza activa de precursores en el adulto (Prlvat y 

Fulcrand. 1977). Los segundos son determinados desde el día 15 de 

gestacion hasta el dta 15 postnatal, requiriéndose alrededor de dos 

~e~anas in vivo después de la última división para que el astrocilo 

alcance la maduyez, y aun as 1 se ha observado que algunas 

subPoblaciones retienen la capacidad Proliferativa a pasar de su 

aparente madure¿ (Privat y Fulcrand, 1977>. i.Jtilizando el antisuero 

A285, fu,. posible identificar a los astrocitos tipo 2 en cultivo 

<Raf r y colo; .• 1983bL Estos difieren de los a~trocitos tipo tanto 

Los morfológicamente como por marcadoras inmunocilológicos. 

astrocitos tipo 1 tienen apariencia fibroblastoide, gran capacidad 

proliferativa (estimulable por el factor de crecimiento epidermal o 

EUF) y no son marcados Por el anticuerpo A285 <A2B5-). En contraste, 

los astrocitos tipo 2 extienden multiples procesos, seme Jando 

neuronas u oligodendrocitos. tienen baja capacidad proliferativa !aún 

en presencia del EG~>. y son A2B5+ <Raff 'I col s., 1983b). Los 

astrocitos tipo son muy frecuenles e~ cultivos de materia gris Y 

blanca, en cambio los astrocitos tipo 2 solo son detectados en 

cantidades importantes en cultivos de materia blanca, por lo que muy 

probablemente los astrocitos tipo in vitro corresponden a los 

astrocitos protoplásmicos in vivo, y los tipo 2 a los astrocitos 
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fibrosos de la materia blanca <Hiller y Raff, 1984>. 

Como s~ ha dicho. los astrocitos tipo 2 surgen de precursores 

GFAp-. A2B5+, adquiriendo el marcador astroglial rápidamente en 

cultivo -<Raff y cols., 1983b>. Tratando de def1nir .-:ondlciones de 

cultivo apropiadas para el crecimiento de astrocitos tipo 2, se 

observó que al utilizar medios libres de suero, se suprim!a el 

crecimiento astroglial y se estimulaba el ollgodendrogllal <Raff y 

cols •• 198.3a}. El efecto del suero en la es.limulación astroc!tica es 

mAs evidente al utilizar suero bovino fetal <FCS>: esta actividad no 

Pareca dtribuible a lipidos o fii;H-o¡¡c¡ct!.;;a en '!:!l s1t~Yo; na es 

dializable. y se pierde al hervir el suero <Raff y cols., l983al. Con 

una serie de experimentos fué posible demostrar directamente que les 

astrocitos tipo 2 y los oll9ode;;drocitos del riervlo óptico son 

OYisinados de un precursor común (i\285+, GFAp-, GC-l. distinto del 

Precursor del astrocito iipo t (i\295-. G~ép+). y Que la vía de 

diferenciación terminal que tome el precursor A205+ in vllro puede 

ser determinada por la inclusión u omisión de FCS en el medio de 

cultivo: la presencia del suero induce la diferenciación astrocitica 

tipo 2. y en el medio sin suero se promueve la diferenciación 

oligodendro9lial <Raff y co!s.. 1983al. Killer y Raff <1984) han 

mostrado que este precursor parece ser el responsable in vivo de la 

producción de aslrocitos fibrosos <A2B5+, GFAp+) en la materia blanca 

exclusivamente, lo que implica un precursor alterno para la 

producción de astroglta Protoplásmir.a (i\285-, GFAp+). 

Comportamiento de células nerviosas in vllro. 

En un reporte reciente d~ Ualker y cols. 11985> caracterizaron 

de una manera notablemente clara el desarrollo ln vilro de los tipos 
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gliales mencionados y de 1 as neuronas. Utilizando el . método de 

seParacion oligodendroglial por agit~ción CMcCarthy y De Vellis. 

1980) logran obtener subcultivos mixtos de glía y neuronas de cerebro 

de rata. casi completamente libres de astrocitos protoplásmicos (3)0 

y sin problemas de 

esto-; cultivos es el 

sobrepoblación glial. Lo más sobresaliente de 

comportamiento característico de cada tipo 

celular und vez subcultivados a baJa densidad de siembr-a. La~ 

~uspensione~ celulares estar1 compuestas de astrocitos fibrosos 

(GFAp+, A285.,.). ol igodendroci tos <GC+) y neuronas (por detección de 

la Prolelna de neurofilamentos. o NF+). H los 5 días in vitro, la 

las células tienen procesos con ramificaciones finas. 

Algunas células móbiles se rea sacian en agregados con numerosas 

extensiones radiales. las cuales ya para los 14 dias in vilro forman 

fasclculos que interconectan a los agregados entre si, como ha sido 

observado Previamente por varios otros autores (para referencias ver 

Sensenbrenner. 1977 l. La iden~iflcación inmunociloqu!mica de lo'> 

comPonentes celulares in vitro demostro que las células que no 

Participan en los movimientos migratorios son astrocitos fibrosos. En 

cambio las células móbiles son neuronas ollgodendrocitos. Estos 

ultimas expresan la protetna básica de mielina <HBPl solo en los 

agregados y sus fascicuios. donde también hay formaciones 

multilamelares de membranas <Ualker y cols., 1985>. La gran semejanza 

morfológica entre los astrocilos fibrosos y los oligodendrocitos hace 

diftcil su discriminación por criterios morfológicos ónicamentn, a 

menos de que se empleen técnicas de identificación especifica. Varias 

técnicas inmunociloqutmicas han mostrado ser invaluables en esta 

tarea. De hecho, las suspensiones oligodendrogliales obtenidas con el 

mélodo de HcCarthy y De Val lis ( 1980). que bajo criterios 
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morfológicos aparentaban ser de gran pureza al subcultivarlas (99/.). 

por inmunociloqulmica se declararon compuestas por poblaciones mixtas 

d~ n~uron.as <NF+: 427.) • astrocltos fibrosos CA2B5+, GFAp+; 18/.l y 

ol19odendrocitos CGC+: 3D;)(Ualker y cols., 1985). En resumen, se 

Puede apreciar que las células nerviosas crecidas in vitro retienen 

una serie de caracterlsticas muy Particulares a su tipo celular. el 

cual pued~ ser claramente diferenciado de acuerdo a su comportamiento 

en cultivo y a marcadores celulares espec1ficos. En la Tabla 1.1 se 

Presentan los cuatro tipos celuldres principales del tejido 'nervioso 

central, con sus respectivas características de desarrollo in vitro. 

TIPO 
CELULEIR 

Aslrocl lo 
f'roloplásmico 
( l i PO 1) 

Astrocito 
Fibroso 
C tipo 2) 

Oligoden
droci to 

Neurona 

Tabla 1.1 

HORFOLOG I A 
in vitro 

CAPAC lDAD 
PROLIFERATIVil 

in vitre 

De Fibroblastoide 
a EPitelioide _(dependiendo 
de la densidad celular): 
óptica clara a contraste 
de fases (morfologta 
diferenciada inducible >. 

Neuronoide: óptica muy 
refringente a contraste 
de rases. 

Neuronoide: óptica muy 
refringente a contraste 
de fases. 

Neuronoide: aplica muy 
refringente a contraste 
de fases. 

Alta 

BaJa 

BaJa 

Nula 

Esquema genealógico en el SNC. 

HARCADORES 
CELULARES 

GFAP+ 

GFAP+. A2B5+ 

GC+, HBP+ \solo 
en asociación 
con neuronas> 

TT+, NF+ 

Las observaciones in vitro muestran el origen genealógico com~n 

de los astrocitos fibroso.s y de los oligodendrocitos <Raff y cols •• 

l983a). La identificación de este precursor fué posible gracia5 a que 
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tiene l ~ capacidad de e><Presar una serie da gang l lós.idos que se 

pensaba eran aspeclficos de neuronas <Raff y cols., 1979: Eisenbarth 

..¡ cols .. 1979: Cohen y Selvendran, 1981), io que sugí.a¡.-.e '-áii.a r.el.ac!6n 

genealógica cercana entre asto Precursor y la estirpe neuronal. Esto 

e><plica el cierto grado do tinción TT+ en cultivos de materia blanca 

reportados inicialm.ailte <Raff y col5 .• 1979). La expresión de solo un 

gangliósido en los Precursores de astrocilos proloplásmicos (A4+, 

Hiller y Raff. 1984) sugiere una divergencia temprana entre éstos y 

los precursores (hipotéticos) neurono-gliales (e.g. A2B5+, A4+, TT+> 

~ Partir de una célula madre común. De acuerdo a datos en rata, esta 

divergenc1~ en el cerebro se deberla llevar a cabo mu}' temPYanamant.:c. 

antes del E10 <Abney y cols., 1981>, produciéndose el primer 

precursor glial o astroblasto, y un progenitor neurono-glial. Esta 

célula Progenitora a su voz sufriria una segunda divergencia 

(comp\Rta antes de El\), determinándola como precursor neuronal, o 

bien como célula progenitora oligo-astroglial, ambos A2B5+, A4+, TT+ 

(Raff y cols., 1983al. 

Algunos resultados morfológicos iniciales sugerian que aún 

cuando la secuencia del desarrollo de algunas células nerviosas in 

vitro se mantiene fiel a la secuencia in vivo, existe un evidente 

retraso en la cronolog{a del desarrollo in vitro <Fedoroff, 1980: 

t!cCarthy y De Vellis, 1980), Por otra parte, es muy conocida la gran 

capacidad proliferaliva del astroblaslo proloplásmico (Sensenbrenner, 

1977: HcCarthy y De Vellis, 1980: Ualker y cols., 1984), cuyo estado 

de diferenciación in vitre dependerá en gran medida de las 

1:ondicionas del microambiente Eln el cultivo (Sensenbrenner, 1977; Lim 

y cols .. 1977: Fedoroff, 1980). ~demás, aún si la Predeterminación 

nervio~~ sigue su curso temporal normal in vitre, la calidad Y 
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condiciones del cultivo afectaran en forma importante el número final 

de célul.~s en cada subpoblación <Abney y col s.. 1981·>. El 

descubrimiento de que el destino celular del precursor' 

oligo-astroglial puede ser controlado por la simple ~•asencia o 

ausencia del suplemento sérico en el medio de cultivo <Raff y cols •• 

1983a) es el Primer eJemplo en el SNC de como la manipulación del 

microambiente in vitro puede determinar la eKPresión fenot(plca a 

Partir de una célula Pluripotente. Hasta el momento se desconoce la 

naturaleza del efector in vivo que promueve la determinación de este 

precursor hacia uno u otro tipo gllal <Ratf y cols., 19B3a>. 

Aspectos genealógicos en el Sistema Nervioso Periférico <SNP>. 

En el estudio del SNP. se han logrado grandes avances en la 

comPrensión de los mecanismos que rigen la onlogenia de este sistema 

y representan un ejemplo claro de las capacidades instructivas que 

puede tener el microambiente sobre ia determinación celular (para 

revisión ver Bronner-Fraser y Cohen. 1980>. Las células de la cresta 

neural son la poblacion de la cual surgen las células del SNP, en 

iorma análoga a la~ células ventriculares del tubo neural, que darán 

origen a las células del SNC. Al cultivar células crestales del 

tronco y seleccionando clonas (e.g. células descendientes de una 

sola célula madre>. se ha demostrado que estas colonias tienen la 

capacidad de producir Por lo menos dos fenotipos distintos: 

melanocitcs y células adrenérgicas. tanto in vitro, baJo condiciones 

ai:>-roi>iádas de cultivo. como in vivo, al ser in~v-:>ducidas nuevamente 

al organismo <Bronner-Fraser y Cohen. 1980). En reportes más 

recientes- se describe la manipulación de la rama genealógica 

simP<itico-adrenal in vitro. por factores hormonales. Doupe y cols. 
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<1985a) logran obtener poblaciones puras de células de cresta neural: 

células de médula adrenal, células pequenas e intensamente 

fluore~c~ntes {SlF> y neuronas simpáticas. Estos tres fenotipos 

diferenciados corresponden bien a los encontrados in vivo, Y se 

obtienen ~or la presencia de hormonas en el medio de cultivo: los 

glucocorticoides inducen la diferenciación de las células crestales 

hacia células de médula adrenal, el RGf las induce hacia neuronas 

simpáticas, y las células SlF son producidas como la diferenciación 

intermedia al utilizar ambos factores hormonales (Doupe y cols., 

1985a>. Has interesante aun es la capacidad de revertir el fenotlpo 

adrenal de células completamente diferenciadas, hacia el fenot lpo 

neuronal cultivando a las células de médula adrenai en ausencia de 

corticoesteroides y en Presencia de NGF. Una observación importante 

es que las células SlF son la etapa celular intermedia en esta 

transformacion. Las neuronas ast producidas se asemeJan en todos los 

aspee los a neuronas simpáttc·as catecolaminérgicas, pero pueden ser 

encausadas a su vez hacia el fenotipo neuronal collnérgico por 

tratamiento con medio condicionado <Doupe y cols., 1985b). 

1.5 CULTIVO DE CELULAS HtPOTALAHlCAS. 

En la literatura. varios sistemas de cultivo celular han sido 

YePoYtado-; y pyopuesio":t t:Oii'"1V posible~ modelos de neurosecreción de 

péptidos hiPotalámicos ISachs y cols., 1971; Hckelvy, 1974; Kntgge Y 

cols., 1977: Faivre-Bauman y cols., 1980: Vaccaro y cols., 1980; 

Denizeau y cols .. 1981; Jirikowski y cols.,· 1981: Sang y eols., 

1981 l. Sin duda, el gruPo que más ha trabaJado en la implementación 

de un sistema de cultivo de células dispersas de hipotálamo es et de 

Tixier-Vidal. el cual fué el primero en caracterizar el desarrollo in 
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vitro de células fetales hipotalámicas \Beoda y cols. ,. 1975J. A 

través del análisis ultraestructural, estos investigadores pudieron 

distinguir cinco tipos celulares despues de algunos d1as de 

crecimiento in vitre: 

a> Astrocitos y Ependimocitos, los cuales forman una alfombra 

sobre la superficie del Plalo Clambién ll~madas células basales>. De 

los 9 a los 16 dias in vitro los Primeros aparecen como astrocitos 

inmaduros (espongioblastos), pero a tiempos más largos (más de 20 

dtas in vi tro) se definen como astrocitos en varías capas 

estratificadas, junto con colonias de ependimocitos que orientan sus 

microvell~sidades y cilios hacia el medio de cultivo. Entre éstos 

ultimas se pueden observar morfologías reminiscentes de tanacitos 

<células ePendimales caractertstícas del tercer ventrículo). 

b) Células de carácter neuronal, usualmente localizadas por 

encima de las células descritas Previamente y muy refrin9entes al 

contraste de fases. Dentro de ·esta categoría se incluye a: 

las células neuroepileliales primitivas, que forman agregados 

sin neuritas y Presentan una alta proporción núcleo/citoplasma; 

las neuronas. que f recue n temen te son bipolares, y ·se 

encuentran en distintos estadios de maduración a Juzgar por el 

diametvo celular: 

- y las celulas neurosecretoras, que son ·multipolares y más 

numerosas que las neuronas <Beoda y·~ols., 1975>. 

Unos anos después. se presentan evidencias inmunocitoquimicas 

qUe demuestran la presencia de neuronas TRH-ér9ica~ <e.9. productoras 

de la Hormona Liberadora de Tirotrofina> en estos cultivos 

hipotalámicos y en cultivos cerebrales (Faivre-Bauman y cols., 1980J, 

donde ~ola las celulas ~on apariencia neuronal pueden resultar 
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Positivas a la tinción inmunoespeclfica. En cultivos de ~ipotálamo, 

estas neuronas peptidergicas representan 22-28% del total de neuronas 

(faivre-Bauman y cols., 1980}. Sin embargo, los niveles detectados de 

la hormona en las células Cmenos de 10 pg de TRH por equivalente de 

hipotálamo in vitro) resultan muy bajos para análisis bioquímico de 

la bios1ntesis. Por lo tanto decidimos ampliar el conocimiento del 

desarrollo in vitro de celulas embrionarias hipot~lámicas y de los 

Posibles factores que regulan este desarrollo, como se menciono ya en 

los obJetlvos. 
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2. HkTERIALES Y HETODOS. 

2.l KEDIO Y CAJAS DE CULTIVO. 

El medio de cultivo utilizado fué la formulación comercial de 

Dulbecco CDHEH: G IBCO Lab. >. complementada con los siguientes 

.;iditivos: Gluco~a 0.37.. Glulamina 2 

una mezcla comercial 1~ de vitaminas 

m:1, Insulina B u/100 ml <Sigma), 

<GIBCO Lab.), y antibióticos 

<Penicilin.;i 100 u/ml, Estreptomicina 100 ug/ml y Fungtzona .25 ug/ml: 

GIBCO L.;ib.). El suplemento de suero bovino fetal <FCS: GIBCO Lab.) 

regularmente usado fué de 10% <DHEH-FCS), pero esta proporción se 

podta modificar de acuerdo a los fines del cultivo. La Insulin~ se 

PreP.;iró en Acido Acético N. Todos los complementos Pi-'eParados 

concentrados se congelaron a -20 grados C hasta el momento de uso. El 

FCS se Preparó fresco de un liofilizado mantenido a 4 grados C. El 

DMEH con lodos los suplementos ~a Podta mantener a 4 grados C, y 

comunmente s,. usaba con menos de 4 dtas de preparado. Las caJas de 

cultivo utiliz.;idas <caJas multipoza con 24 pozas de 16 mm de 

diámetro. COSTAR: o caJas de petri cor. 35 mm de diámetro. Falcon> se 

recubrieron Por una noche con Poli-D-lisina en agua <50,000 de Pe'>O 

molecular: Sigmai, se ~nJuagaron dos veces con agua Y una vez con 

DHEH-FCS. Se anadio entonces DHEH-FCS Para deJarlo equilibrando en la 

incubadora por una horas antes de la siembra. 

2.2 DISECCION. 

Se utilizaron ratones adultos de la cepa CD-1 para las cruzas. 

Un grupo de hembras ,se apareo con un macho por una noche, Y a la 

mana~~ siguiente se separó a las hembras que presentaron un tapen 
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vaginal. Este dla se consideró el d1a cero de gestación .. Las hembras 

se sacrificaron por dislocación cervical a la fecha de gestación 

deseada. y el utero con los fetos se sacó en campana de flujo laminar 

condiciones asépticas. y se colocó en solución salina 

amortiguada <PBS> a temperatura ambiente. Los fetos se aislaron 

rápidamente y se colocaron en PBS sobre hielo. donde permanecieron 

durante todo el intervalo de disección siguiente. Los cerebros se 

aislaron del cráneo librándolos de las meninges baJo el microscopio 

de disección. El hipotálamo se separó corlando anteriormente al nivel 

del quiasma óptico. lateralmente a lo largo de los surcos laterales. 

Posteriormente incluyendo los cuerpos mamilares, y en profundidad a 

lo largo del tálamo. Los lóbulos frontales se obtuvieron haciendo un 

corte coronal anterior al quiasma óptico. Regularmente se disecaron 

9-ll hipotálamos y 6-10 pares de lóbulos Para un solo cultivo. Las 

estructuras se colocaron en 1 ml de DHEK-FCS a temperatura ambiente, 

para su dispersión. 

2.3 DtSPERSION Y SIEMBRA. 

Los fragmentos de teJido se pasaron varias veces <15-20) Por una 

aguJa hiPodérmica de 1.5 mm de diámetro. se deJaron sedimentar los 

fragmentos no dispersados por 2 minutos. se recogió el sobrenadanle 

con células dispersas y se restituyó por ml de medio adicional, con 

lo cual se repitió la operación en los fragmentos restantes, pero 

esta vez con una aguJa de 1.25 mm de diámetro. Se combinaron los dos 

sobrenadantes en 5 mi finales de DHEH-FCS. y se centrifugó la 

suspensión celular a 450 g por 10 minutos para lavar las células de 

fragmentos celulares y Posibles contaminantes (ver el Apéndice I>. El 

sobrenadante se descartó y s~ anadieron 5 ml de DHEK-FCS al sedimento 
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celular. Las células se resusPendieron utilizando una pipeta Pasteur 

Para dispersar el sedimento. Se tomaron 100 ul de la suspensión 

final Para tenir con una soluciOn lsotonlca de azul de triPano, y se 

cuantificó la cantidad de células y la viabilidad en la suspensión 

celular por la exclusión del colorante. La recuperación final de 

células por estructura y la viabilidad en las suspensiones obtenidas 

d~ l~Jido a dos edades fetales distintas se mu~stran en la tabla I. 

La suspensión <l-4 xl0-6 células/ml> se sembró a la densidad celular 

r~querida sobre caJas de petri o pozas ~~ cultivo previamente 

recubiertas con poli-lisina, procurando cubrir la superficie del 

plato homogéneamente con las células sembradas. Los platos de cultivo 

se llevaron al volumen de medio final con DHEH-FCS <l ml/poza o 2 

mlicaJa de petri > y se incubaron en una atmósfera saturada de humedad 

a 37 grados e con ai-co2, 92X-a1re. Se permitieron tres días en 

DHEH-FCS al iniciar cualquier cultivo, como periodo previo de 

adaptaciOn antes de algun paradigma ex?erimenlal distinto <e.g. 

cambio a DHEH con otra Proporción de FCS o DHEH con l'ledio 

condicionado homótogoJ. El cambio de m~dio se efectuó cada tres 

dtas, remplazando unicamente la mitad del volumen del medio en el 

plato por medio fresco <a menos que se indique otra cosa>. En los 

d!as de cambio fué cuando se efectuaron la mayoría de las 

observaciones microscópicas a contraste de fases. 

2.4 EXTRHCCION DE CELULAS EN CULTIVO. 

Se decantó el medio de las cajas de cultivo y se enJua9aron dos 

veces con PBS a temperatura ambiente. Se anadió entonces Acido 

Hcético 1 N en fr10 y se congeló a -¿o 9rados C hasta el momento de 

rasp~r las caJas. Cuando ~e hubieron acumulado las caJas de un 
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cultivo completo. se procedió a rasparlas con un gendarme.de goma en 

Hetanol sobre hielo. El extracto Acético/Ketanol se dejó por lo menos 

una noche a -20 grados C en un tubo ependorff, se resuspendió por 

agilacion vigorosa y se separó el precipitado por centrifugación. El 

sedimento y el sobrenadante se desecaron al vacio por separado se 

gu~rdaron a -20 grados c hasta su procesamiento ulterior. 

2.5 EXTRACClON DE TEJIDOS. 

Los hipotálamos y cerebros extrahipotalámicos se disecaron como 

fue descrito arriba. de fetos de varias edades y de adultos machos. 

Se junto una cantidad conveniente de estructuras en Acido Acético 1 H 

sobre hielo, y se guardaron con Hetanol a -20 grados c. Cuando se 

tuvieron las estructuras suficientes de varias edades se desintegró 

centrifugaron y 

sonicacton, 

sePararon 

y se dejo una noche a -20 grados C. Se 

los sedimentos de proteina; los 

sobrenadantes se desecaron Para· someterlos a Radio-inmuno-ensayo. 

2.6 DETERHlNACION DE DNA Y PROTEINA EN CULTIVOS. 

La determinación do DMé IErwin y cols .• 1981) se realizó en los 

sedimentos desecados de los platos individuales de cultivo !ver el 

t.pendice 11). los cuales se resuspendieron en 500 ul de Acido 

Tricloroacélico al 5); y se hidrolizaron por 45 minutos a 80-85 grado-:; 

C. TriPlicados de estándares apropiados de DNA fueron hidrolizados en 

Paralelo. Se -:;ep.1raron ios precipitados de proleina en las mue-:;tras 

t>ara proce-:;arlos de acuerdo al método de Lowry Cver adelante). A los 

sobrenadanles de las muestras y a los estándares se les anadleron 100 

ul de una solucic.n fYesca de dlhidrocloruro del ácido 

3.S·-diaminobenzoico 200 mg/ml (Sigma) y ,.., incubaron por una hora .a 
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60 grados C. La reacciOn se termino con 1 ml de HCl l H. Las lecturas 

de fluorescencia relativa obtenidas a 400 nm de excitación y 520 nm 

de emision se correlacionaron con niveles de DNA a partir de la curva 

estandard ajustada. Los estándares de DHA se Prepararon disolviendo 

DNA de timo de ternera (Sigma) en NH40H 1 N a 4 grados C por un~ 

noche. Preparando cantidades adecuadas Cde 0.6 a 20 ug) y secándolas 

-a 60 grados C. Los estándares secos POdlan ser guardados a -20 grados 

e por varios meses sin pérdida química. 

Para la determinación de protetna CLowry y cols., 1951), el 

Precipitado no hidrolizado de las muestras se resuspendió y se deJó 

Por una noche en 500 ul de NaOH 0.5 N a 4 grados C, Junto con 

estándares frescos de albumina bovina baJo las mismas condiciones. Se 

lomaron duplicados de 200 ul de cada muestra, y Junto con los 

est~ndares. se les anadió 900 ul de solución cúprica <Ha2C03 al 27., 

tarlraio de Na-K al 0.02~ y _CuSD4 al 0.01%). Después de 10 minutos 

como mlnimo a temperatura ambiente. se anadieron 100 ul del reactivo 

de Folin 1 N y se dejó desarroilar el color a temperatura ambiente en 

Por lo menos 3ü minutos. Con la densidad óptica a 600 nm se obtuvo 

una curva estandard aJustada y se calculó la concentración proteínica 

en las muestras <ver el Apéndice [[). 

¿_7 RADIO-INHUNO-EHSAYO CRIE> CONTRA TRH. 

Los extractos Acético/Helanol desecados <sobrenadantes> se 

resuspendieron sobre hielo en solución amortiguadora de fosfatos para 

RIF. (fosfatos O.OS H. HaCl 0.15 H, albúmina de suero bovina 0.25% a 

PH final de 7.S>. Concentraciones conocidas de TRH y los extractos se 

me~claron con el antisuer.o especifico contra TRH <Joseph-Bravo Y 

cóls .. 1979) ~una dilución de 1/40,000 y con C125 I>TRH monoyodado. 
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Se permitió que la reacción inmunoespec1flca llegar• al equilibrio a 

4 grados C <36-48 hrs.) y se precipitó con Etanol frio. Después de 

centrifugar, el etanol sobrenadante se descartó. Se contó la 

radioactividad en el precipitado y se obtuvo una curva aJustada 109it 

con los valores conocidos de TRH. La sensibilidad del RIE 

regularmente lle9a~a a !os 10 P9 de TRH. 

-34-



3. RESULTADOS. 

3.1 CELULAS HIPOTALAHICAS DE E14. 

El hipotálamo de 14 dtas de gestación <E14> proporciona un alto 

rendimiento de células viables por estructura <104.7 ~/- 5.0 Kl0-4 

células viables por hipotálamo, ver la tabla I>. Además. la razón 

neurona1gl1a en la siembra es más alta que a edades Posteriores. El 

u~o de Po{i-D-Lisina como único sustrato ha sido suficiente para la 

adhesión y crecimiento de células hipotalámicas en cultivo, lo cual 

ya fué demostrado para el caso de c~lulas cerebrales en otros 

trabajos <Yavin y Yavin, 1974: Pettman y col s., 1979). En pocas 

horas las células viables se adhieren a la superficie del plato y 

empiezan a extender Prolongaciones. proceso que continúa durante los 

Primeros días in vi tro. Las neuronas se pueden di~tinguir por sus 

prolon~aciones finas, cuerpos celulares redondos y refringentes, con 

un nucleo opaco. A alta densidad de siembra <10-5 cslulas por cm2), 

gran Parte de las neuronas ~stá dispersa en el plato. 

frecuente observar grumos de células <de 10 a 50) de donde parten 

prolongaciones vigorosas (Fig. lb). Las neuronas tienden a 

mantenerse dispersas por adhesión y crecimiento directo sobre el 

sustrato. sin necesidad de que se eKtienda Primero una monocapa no 

neuronal que sirva de sustrato, como se observa en otros cultivos 

h iPot a 1 ámicos re por! ados ( Benda y col s., 1975: Fa 1 vre-Bauman y co 1 s., 

1990>. Es muy comOn encontrar a las neuronas en asociaciones 

profusamente interconectadas. con neuritas largas y de al to 

contraste. Predominan 

nerviosa. En cambio. 

las figuras bipolares entre la población 

la población no neuronal se ve como células 
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aplastadas contra el Plato, de apariencia ePitelioide, si están muy 

cercanas entre ellas. o fibroblastoide, a densidades más baJas. 

Regula~rnente son transparentes y Poligonales, y solo sus 

prolongaciones citoplásmicas llegan a tener contraste <Fig. la). 

Después de algunos días como Periodo de adaptacion a las 

condiciones in vitro. las células con cQPacidad proliferativa inician 

mitosis. logrando exPanderse por la superficie no ocupada a partir de 

colonias que van creciendo en diámetro, usualmente en forma de 

células poligonales y transParentes. 

sembrar a alta densidad celular, el proceso de expansión 

hasta llegar a confluencia dura hasta el principio de la segunda 

semana. lo cual concuerda con los niveles de DNA, que alcanzan una 

meseta al noveno dia in vitre (9 DIV; Fi9. l>. Durante la 

proliferación da las células apitalioides, las c~lulas de apariencia 

neuronal crecen sobre la monocapa y extiencien sus neuYitas encima de 

ésla CFig. le l. Este periodo de crecimiento logar1tmico ~s crltico 

cuando se desea emplear alaun asent~ antimitótico. Como s~ ve en Ja 

Figura 1 • Citosin-Arabinósido 

dla in vitro (5 DIVl previene 

<Cit-Ara) anadido al medio al q~into 

la fase 109 de la proliferación 

no-neuronal, Preservándose una población importante de •neuronas•. 

Junto con células epiteliales sobrevivientes <Fig. 2), Como se puede 

ver en la curva, la proporción de DNA neuronal en el cultivo es 

estable en presencia det antimitólico, y rePresentar{a menos del lOX 

del DHA total en cultivos sin restricciones a la proliferación 

celular. 

por la 

observar 

La elonsacion y ramificación de neuritas no se ve afectada 

Cit-~ra <Fig. 2a). R pesar de los restos celulares, es com~n 

grupos interconectados entre s1 por prolongaciones 
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indi.vi.dudles. cubriendo distancias relativamente grandes sobre la 

~uperfic1e desnuda del plato <Fig. 3>. Ha sido posible mantener una 

s1gnlf icativa de neuronas con baJa proporción de tipos no 

neuronales hasta por dos semanas en cultivos tratados con el agente 

.. ,, t imi tól ico. La Cil-ttra no tiene ningún efecto sobre cultivos 

llegando a 6 en confluencia <Tabla II>. Sin embargo. es necesario un 

Pt!r'i<>do de adaplacion al cultivo de por lo menos tres días. ya que el 

an t imi tót ico aplicado antes de este periodo inicial disminuye 

con~iderablemente ld eficiencia de siembra. 

En cultivos control (sin Cil-ttra> se observan signos de 

decadencia neuronal durante la ~egunda semana. Empiezan a aparecer 

racimos de cuerpos celulares, que por su alto contraste y 

refractancta semeJan cuerpos celulares de neuronas. Sin embargo, no 

Presentan neuritas (Fi.g. 4a). L~s neuronas so~revivientes aumentan 

de diámetro tanto su cuerpo celular como sus neuritas principales. 

torn~ndose altamente refringentes y de núcleo claro <Fig 4b y e). 

La monocapa se engrosa al final de la segunda semana. 

•engullendo" a las neuronas que hasta ese momento creclan sobre ella 

<Fig. 5). En este periodo, la óptica del cultivo se empieza a 

entorpecer. d 1 f i cu l t ando las observaciones microscópicas. El 

contraste Y la claridad de los contornos celulares se Pierde <Fig. 

Se>. Asimismo, parece disminuir la poblüción de neuronas con el 

tiempo. Er.ta pérdida no se refleJa en los niveles de DNA total, dada 

la baJ a i>roporc ión de DNA n<lurona l < < 10:1.). El en9rosamien lo de la 

monocapa tampoco parece estar acompanado Por un aumento en proteína 

<Ftg. 14, H-14). 
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En los ulllMOS dtas de la segunda semana se llegan a observar 

colonias de celulas de cuerpo redondo. peque no y opaco, con 

exlt?nsiones finas y numerosas hacia todas direcciones. Esta 

morfolog1a es muy semejante a la de astrocitos maduros. Justamente en 

partes donde la monocapa so ha elevado sobre la superficie de la 

monocapa normal es más probable encontrar estas colonias de 

•astrocitos•. algunds vecEJs in~zcla.das con neu~onas sobraviviente-s 

<Fig. Sd l. H.ic ia el fina! de la segunda semana estas colonias se 

multiplican, y aumentan de diámetro, Junto con el engrosamiento 

general de la monocapa. No se observan cambios en las curvas de DNA y 

Prote{na simultáneos a los cambios morfológicos <Fig. 14, H-14). 

3.2 CELULAS CEREBRALES DE Ei4. 

El rendimiento de células viables a partir de lóbulos frontales 

de Et4 es muy alto <177.8 +/- 20.7 xl0-4 células viables por par de 

lobulos, ver 1-i tabla l ) . Estas células son en su gran mayoria 

neuroblastos, a Juzgar Por sus cuerpos celulares redondos. 

refringentes. 

opacos y 

Como se diJo para los cultivos de hipotálamo, la adhesión Y 

extensión de prolongaciones se realiza durante las primeras horas de 

iniciado el cultivo a alta densidad celular <10-5 cel/cm2>. Una 

particularidad de estas células es que se siembran en forma de grumos 

o se reagrupan en racimos después de la siembr-a, durante los Primeros 

d1as. En consecuencia. al observar el cultivo en este periodo, 

regul.irmenla se observan agregados de células más compactos que los 

do! hipotáldmo. 
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Un• red de finisim•s prolongaciones entretoJidas entre st se 

alrededor de los agregados. En los agregados más grandes es 

dificil distinguir los contornos de las células individuales. Cuando 

dos grupos hacen contacto, aumentan de grosor las prolongaciones 

participantes, y se eliminan las ramificaciones secundarias. Las 

primeras se unen en haces rectos de neuritas, formandose fasc1culos 

entre los grupos (Fig. 6a>. Este comportamiento de las células 

cerebrales in vitro Ya ha sido reportado (Yavin y Yavin, 1974; 

F~ivre-Bauman y cols •• 1980). Dependiendo de la densidad celular, las 

neuronas forman grupos más o menos compactos. 

Durante la segunda mitad de la primer semana, las células no 

neuronales empiezan a ocupar la superficie del plato <Fig. 6c). 

Algunas colonias aisladas empiezan a extenderse sobre las áreas no 

ocupadas. Otras colonias empiezan a surgir por debaJo de los grupos 

neuronales. Las prolongaciones que antes crecían directamente sobre 

el plato empiezan a ser desplazadas por la monocapa, y a crecer sobre 

ella. Al igual que sus homólogos hiPotalámicos, estas células no 

neuronales logran llegar a la confluencia al principio de la segunda 

semana in vitro. Estos eventos histológicos corresponden a un pico de 

OHH total entre el sexto y el noveno DIV !Fig. 6). 

Concomitante a la expansión de las células no neuronales 

(•monocapa•), la población neuronal empieza a decaer. Los grupos 

neuronales pierden 

individuales, las que 

sus fasciculos, quedando solo prolongaciones 

luego se Pierden a su vez. Algunas neuronas 

individuales logran mantener sus neuritas principales y aumentan de 

diámetro sus cuerpos celulares, pero son más bien la excepción. De 

los grupos solo ~uedan los racimos de los cuerpos celulares. La 
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degeneraclón neuronal se refleja claramente en la pérdida celular 

representada como una calda en el DHA total a partir de la segunda 

semana CFig. 6). En contraste con los cultivos hipotalámlcos, dond~ 

la pérdida neuronal no se registra en la curva del DMA, la caida en 

la curva de crecimiento de las células cerebrales corresponde a las 

células en los agregados que decaen masivamente durante este Periodo 

del cultivo. Sl se ar.ade el Citosin-Arabinósido al 5 DIV, se elimina 

aPreciablemente a las células no-neuronales. Como se había observado 

en cultivos hipotalámicos, los eventos de exlensión de neuritas e 

interconexion entre agregados celulares parecen no ser 

obstaculizados. Sin embargo, la pérdida de la mayor parte de la 

población nerviosa que se observa durante la segunda semana en 

cultivos control es inevitable 

Cil-Ara CFig. 6J. 

asimismo en cultivos tratados con 

En el transcurso de 

control aumenta de grueso, 

la 5egunda semana, la monocapa de cultivos 

y aparecen los •astrocttos•: células de 

cuerpo celular redondo y pequeno, multipolar, con prolongacione~ muy 

finas y relativamente corlas Can comparación con las neuronas). No se 

encuentran en colonias circulares, como en hipotálamo, sino 

uniformemente distribuidas en el interior de la monocapa (Fig. 6b). 

Al final de la segunda semana, el panorama en estos cultivos 

está dominado por la alta densidad de 

monocapa gruasa, que abarca toda 

•astrocitos• 

la superricie 

dentro de 

del Plato. 

una 

Las 

neurona~ han desaparecido, los grumos paulatinamente se han 

encogido, 

monocap~. 

hasta terminar como montones de restos celulares sobre la 
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3.3 DENSIDADES DE SIEMBRA Al..TERN~TIVAS: HUY ALTA DENSIDAD (400,000 

células por cm2>. ALTA DENSIDAD (150,000 células por cm2), y SAJA 

DENSIDAD (50,000 células por cm2>. 

3.3.1. CELULAS HIPOTALAHICAS DE E14. 

El crecimiento y replicación de 

a Huy Alta Densidad 

las células no neuronales 

<4x10-5 cel/cm2) se inicia 

i~mediatamente. A tal grado es eito, que ya para la mitad de la 

primer semana la monocapa está alcanzando la confluencia <Fig. 7>. 

La extensión de prolongaciones por parle de células con apariencia 

n~urondl e~ muy vi9orosa. la cual se realiza sobre la monocapa, 

interconectando células adyacentes o grupos de neuronas. A Baja 

Densidad de siembra \5x10-4 cel/cm2), la cantidad de restos celulares 

domina el Panorama microscép_ico durante los Primeros d1as. Grandes 

agregados de parttculas amorfas flotan en el medio de cultivo. Sobre 

la superficie del plato se observa una población celular pobre, 

compuesta principalmente por células flbroblastoides. Las neuronas 

solo se encuentran en grupos Pequenos <frecuentemente con algunas 

células poligonales,, con prolongaciones ya discernibles y muy 

ramtf icadas (Fig. 7c >. Como sa había mencionado con los cultivos 

tratados con Cil-Ara, a pesar del baJo valor de DNA total ¿n los 

cultivos a Baja Densidad, es posible distinguir una población 

importante de neuronas. Durante la primar semana sa empiezan a 

definir colonias de poligonales que se extienden en todas 

direcciones. 
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Durante la segunda semana las prolongaciones ast· como los 

cuerpos de las neuronas aumentan de diámetro en el interior de la 

monocaP~ confluente. La densidad de ésta obstruye la observación de 

sus contornos celulares <Fig. 8a y b). Es evidente la decadencia en 

los cultivos a Huy ~lta Densidad celular en esta etapa, como se puede 

ver en la cAlda ~el DUH total a niveles de confluencia no neuronal de 

los cultivos a Alta Densidad celular <Fig. 8), Probablemente debido a 

muerte neuronal. Solo hasta el final de la segunda semana. en los 

c~ltivos a BaJ~ Densidad celular las colonias de no neuronales logran 

alcanzar la conf luenc1a. La población neuronal se ve dispersa en 

todo el plato. con prolongaciones largas y bien definidas. A pesar de 

ser relativamente pocas, el aspecto de sus cuerpos celulares y el 

grado de interconexión es bueno <Fig. 8c). Persisten grumos de 

9artlculas amorfas sobre algunos grupos de células. En la monocaPa 

confluente. pero lodavta Poco densa, hay zonas donde las no 

n~uronale~ con aspecto fibroblastoide tienden a alinearse y 

extenderse sobre un mismo eJe. Con frecuencia. neuronas 

interconectadas sobre estas zonas tienen sus neuritas extendidas en 

l~ misma dirección por distancias consid3rables <Fig. 8ci. 

3.3.2 CELULAS CEREBRALES DE E14. 

A Huy Alta Densidad de siembra C4x10-S cel/cm2), la gran mayorta 

de las células astan asociadas en grupos grandes no muy compactos (se 

distinguen los cuerpos celulares individuales>. Una extensa red de 

prolongaciones se desarrolla en los Primeros d1as, Interconectando 

los grupos sobre una superficie casi completamente cubierta de 

células no neuronales <Fig. 9a). Al igual que en hipotálamo, a BaJa 

Densidad celular <Sxt0-4 cel1cm2) se Presenta una menor eficiencia de 
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siembY~ (mayor cantidad de parttculas amorfas en proporci~n al total 

de material sembrado>. Sin embargo, la Pérdida de células no es tan 

grande como con tejido hipolalamico. Otra diferencia notable entre 

las células cerebrales y las hiPotalámicas es que mientras éstas 

~stdban muy disPers~s y las neuron~s en menor número con respecto a 

los tipos no neuronales, sus e~tensiones eran vigorosas, largas y muy 

ramificadas. yecorriendo comúnmente dlstancia5 conside~~blcs ha~ta la 

neurona más cercana. En cambio, a pesar de haber gran cantidad de 

células de aspecto neuronal en estos cultivos, las neuritas que 

extienden son muy finas y cortas, y solo en las zonas más pobladas 

meJora el aspecto de 

frecuencia <Fig. 9c). 

las prolongaciones, ramlflcándose con mayor 

~ara el final 

compactado en los 

dif lcil distinguir el 

de la primer semana, los agregados se han 

cultivos a Huy Alta Densidad celular, siendo 

numero de células en ellos. En las zonas de 

menor densidad 

neuritas de 

las prolongaciones 

distintos grosores, 

ya se han Juntado en haces de 

cruzando sobre distancias 

relativamente corlas. En cambio, en las zonas más Pobladas hay una 

gran densidad que obstruye la identificación de los c~mponentes 

celulares. En cultivos a Baja Densidad celular, el desarrollo en este 

Periodo es 

Poligonales) 

decepcionante. Algunas colonias 

han sobrevivido, y unicamente 

de monocapa <células 

se ven células de 

apariencia neuronal en grumos grandes (probablemente sembrados as1 

desde el Principio), ya que las células dispersas tienen extensiones 

muy endebles para ser idenlif tcadas. 

En la segunda semana. los cultivos a Huy Alta Densidad celular 

se han definido como •monocapa• densa. Incrustados en ella se 
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distinguen cuerpos celulares opacos. sin neuritas distinguibles 

(posiblemente •astrocitos"). Entre grupos celulares compactos en la 

zonas de menoY densidad ya no se observan haces de neuritas, solo 

pyolongac1ones individuales poco ramificadas. Al igual que cultivos 

de Alta Densidad celular, la pérdida poblacional es notable a partir 

del 9 filV <Fig. 9). No parece haber una recuperacion en la poblacion 

nerviosa de los cultivos a BaJa Densidad celular. Siguen apareciendo 

restos celulares: las colonias de Poligonales y las células 

disponible en este fibroblaslo1des van ocupando la superficie aun 

Periodo, que se refleJa en la recuperacion de las curvas de 

crecimiento. Llegan a distinguirse •astrocitos• en la monocapa al 

final de la segunda semana. Las \res densidades de siembra parecen 

~onv~r9ey en un nivel de DNA total similar (f' ig. 9), lo que 

Probablemente representa el nivel de la población no neuronal despues 

de que se ha perdido a la población nerviosa. 

3.4 HEDlO CúNDlClONttDO HOMOLOGO. 

Como un paradigma preliminar para detectar alguna actividad 

trófica en el medio condicionado lHC) homólogo, se escogió la baJa 

densidad de siembra <50,000 células por cm2), donde se observa que es 

la pérdida neuronal y mucho más evidente el desarrollo 

de la sobrepoblacion no neuronal. Se cultiva Por 3 dias en medio al 

10~ FCS como Periodo previo de adaptación a las condiciones in vitro. 

Posteriormente. al renovar el medio se hace una mezcla l!l de medio 

condicionado Por cultivos confluentes crecidQS en 

fresco sin suero. La combinación resultante 

contendria a lo sumo SJ. de FCS. 
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3.4.1 CEl.ULAS HlPOTAl.AHICAS DE E14 EH HEDIO CONDICIONADO HOHOLOGO. 

Do~ aspectos ~e~altan marcadamante al transcurrir la segunda 

semana de estos cultivos hipotalámicos. Primero, la extensión y 

densidad de la monocapa es notablemente. menor que la de cultivos 

homologas control, tanto visto a la observación directa <Fig. 10) 

como en las curvas de crecimiento (Fig. 16. H-14), donde se observa 

un 33% de inhibición en el crecimiento al 12 DlV. Al par-ecer, la 

Poblacion nerviosa es igual o mayor- que en los contr-oles, extendiendo 

n~ur-ilas muy lar-gas y de alto contraste <Ftg. lla y cl. En segundo 

lugar-. a diferencia de la monocapa confluente de los cultivos contr-ol 

y a pesar de la baja proporción de células no neuronales, existen 

colonias de células de aspecto astr-ocítico. Esta particularidad de 

las cultivos crecidos con HC homólogo es mucho mas apar-ente cuando se 

trabaja con teJido hipotalámico de 16 días de gestación <Fig. llb y 

d). 

3.4.2 CEl.Ul.AS CEREBRALES DE E14 EN MEDIO CONDIClOHADO HOHOl.OGO. 

!.os eventos de degener-acion ner-viosa y extensión de colonias 

no-neuronales son r-etrasados con KC homólogo. En estos cultivos, 

donde la baJa densidad de siembra impedirla la formación de 

interconexiones profusas y Promoverla la eMPansión no-neuronal, 91 

cr-ecimiento de neuronas aisladas y 

que en la situación control <Fig. 

Proliferación celular <Fig. 16, 

sus prolongaciones es más notor-io 

12c y d), y se inhibe en un 65i'. la 

C-14>. Además de abatir la 

proliferación de las células basales, se presenta una diversidad 

mor-fológica de las colonias presentes <Fig. 12>. 
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3.5 DKEH COH 20/., 10%, 5% Y O/. DE SUERO SOV!NO FE1"AL. 

3.5.l CELULA.S HIPOTALAHICAS DE El4. 

Se dieron tres dlas de crecimiento en DHEK-FCS llOí'. FCS, 100,000 

células por cm2 aprox.> antes de cambiar al medio modificado en 

cuestión. Los eventos en el culiivo durante la primer semana con los 

medios al 20:1.. (K20) o al Sí'. (H5) son muy similares con lo qua se 

observa en los cultivos con medio normal al 10~; <HlO) de FCS. La 

monocapa va llegando a la confluencia durante el transcurso de la 

Primer semana. Las células con apariencia neuronal extienden sus 

neuritas en los primeros dlas. La excepción es el medio sin FCS <HO), 

donde la monocapa evidentemente ha tenido un crecimiento más 

limitado, a juzgar por el menor número de colonias no neuronales Y la 

curva de crecimiento CFig. 18, H-14). Es también donde la eficiencia 

de stembra es más pobre. Ya en H5 la cantidad de part1culas amorfas 

es notablemente mayor que en las otras series <H10 y H20l. Otro 

aspecto interesante es el numero de colonias da células epiteliales 

granulares <Fig. !3a). En H5 y KO estas colonias son más frecuentes 

que en las otras serias. En proporción, la población neuronal 

aparentemente permanece indiferente a las variaciones del suero en el 

medio. 

En la segunda semana, las distintas condiciones empiezan a tener 

efectos notables. En tl20. la monocapa confluente sobrelleva una 

Población menor de neuronas, en comparación con la sit•Jación control 

<KlO>. En K5. además de el complemento neuronal similar al de H10, 

emPiezan a aparecer con mayor frecuencia y de mayor d~ámetro las 
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,;.olonid.'i •astrocitos• en la monocapa confluente. Este 

comportamiento a nivel celular es muy interesante, ya que, de acuerdo 

con las curvas de crecimiento, no parece haber un efecto sobre los 

niveles de DNA ni de protelna total por las distintas proporciones de 

FCS en el medio CFig. 18. H-14). por lo que estos cambios 

morfológicos se llevaron a cabo sin cambios 9Yue~o~ en el número 

tot.ill de células o en la expresión proteínica. En HO los perfiles 

celulares en las colonias presentes adquieren formas muy variadas, 

que incluyen morfologlas de células epiteliodes. neuYonas, 

•astrocitos•. células epiteliales granulares, etc., casi siempre una 

sola morfologla dentro de la misma colonia. 

En la segunda mitad de esta semana, la pérdida neuronal es un 

evento conspicuo en general. Se puede observar que en H20 hay varios 

conglomerados de células f ibroblastoides con sus eJes de simetrla 

orientados coordinadamente <hacas fibrosos de células>, sobresaliendo 

del Pl.ilno de la monocapa cuando son muy grandes <ver por eJemplo la 

Fig. 13e). l.a monocapa en s1 no es muy gruesa todavía, con cada vez 

menos neuronas. En su lugar aparecen cuerpos redondos refringentes en 

racimos ce 3 o mas, muy similares a los cuerpos celulares nerviosos, 

Pero con neuritas muy finas y cortas, y en ocasiones sin extansiones 

aparentes <ver Por eJemplo la Fig. 4a>. HlO presenta numerosas 

colonias de •a'Slroc i to~•. regularmente entremezcladas con la 

población neuronal. que todavía es numeroc;a. En H5 se observan 

colonias de •astrocilo':i'" 

di~metro que ya se empiezan 

(ver las Figs. 

a traslapar 

13b y e> tan extendidas en 

los bordes. Los restos 

celulares siguen presentes en HO; la población nerviosa ha disminuido 

notablemente. y las sobrevivientes tienen un aspecto muy endeble. La 

variedad en morfologla de las colonias 
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panorama microscOPico, y la actividad ependimal va en aumento. 

a finales de la segunda semana. la monocapa en H20 es bastante 

den s.- y transparente, con muchos haces fibrosos de células. No es 

comun encontrar neuronas ni astrocitos. RlO tiene una monocapa densa 

con inclu~ion~~ astroclticas numerosas. Estas suelen estar agregadas 

alYed .. dor de neuronas sobrevivientes de d i.áme t ro celular-

..-elativamente grande y neuritas gruesas. La observación microscópica 

se dificulta debido al grosor de la monocapa en estas zonas. Hay 

muchos racimos pequenos de cuerpos refYingentes. Llama la atención 

como la monocapa de HS se eleva más sobre regiones con 

que en el resto del plato (ver por ejemplo la Fi9. 7a). 

•a.str-octtostt 

Al Í\"!Ual que 

en ltto. en H5 es frecuente encontrar neuronas en estas zonas 

sobr .. salienles. Aparentemente la población neuronal en H5 es la más 

alta de todas las series. Como se mencionó antes, estos patrones 

morfolog1cos bajo distintas proporciones de FCS en el medio se llevan 

a cabo sin cambios significativos en 

respectivas <Fig. 18, H.-14). 

3.5.2 CELULttS CEREBRkLES DE El4. 

las curvas de crecimiento 

El desarrollo de células cerebrales en cultivo ya ha sido 

descrito en detalle para las condiciones control H10 (10% de FCS en 

.. 1 medio). Es en la Parle final de la primer semana cuando los grupos 

de células nerviosas pierden sus haces de neuritas primero, y sus 

prolonsacto~es individuales desPues, para quedar como agregados de 

cuerpos celulares sobre una monocapa en expansión. En los presentes 

cultivo~. el deterioro de dichos agregados esta en relación directa a 

la Pr0Porc1on de suero en el medio. En centraste, KO contiene todavta 

un.;i pobl'lción nerviosa mayoritaria extendiendo su intrincada red de 
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n•n.ir· itas sobYe la superficie. La monocapa es viYtualmente 

inexistente. can muy Pocas células fibroblastoides y •astYoci tos• 

di~µ~rsos ~n algunds zonas e i: i9. 13d). En el 

el FCS 

tYanscurso de la segunda 

s~mdlld s~ Puede observar como en el medio no afecta 

significativamente la cantidad total de DNA CFig. 16, C-14J, peYo sí 

que contrtbuya al engyosamiento de la monocapa en foyma 

Proporcional al sueYo en el medio. Durante esta semana. los agregados 

celulares disminuyen de t amano, y apaYecen los •astrocitos" 

incrustados en la monocapa. Lo m~s inte~esante se ob5erva en HO, con 

lA persistencia de formaciones Yeticulares teJidas poy las neuritas 

de los grupos neuronales. Aún es posible encontrar haces de 

prolongaciones en las Yegiones con mayor densidad neuronal. Sin 

embargo, hay Perdida celclar a .iuzgar por los restos celulares, 

partlcularme~te sobre agregados nerviosos. 

En los últimos dlas de esta semana es posible observar 

agregados otrora gradientes en cuanto a la degeneracion de loo; 

neuronales. el grosoy de la monocapa y la cantidad de •astrocitos• 

dentro de ésta. Estos aspectos estan en función directa a la 

Proporcion de FCS en el medio utilizado. En H20 la rnonocapa contiene 

algunas colonias grandes de •a-slrocitos•: además hay zonas con 

grandes haces fibrosos de células (Fig. 13e). Los gyumos se han 

convertido en montoncitos de part1culas amorfas sobre el resto de las 

células. HlO Presenta un gran numero de •astrocitos•, que no obstante 

están regularmente separados entre si. en el interior de una monocapa 

muy densa. A pesar de que en H5 la monocapa no sea tan gruesa, la 

Población astrocítica es tan alta o mayor que en HlO. Llega a 

detectarse actividad ependimal en ciertos 1'..1gares. Asimismo. 

persisten algunos grumos celulares ya muy contra1dos. La apariencia 
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de HO es decepcionante. La poblacion nerviosa muere, dejando un gran 

esqueleto de la estructura reticular entre las escasas sobrevivientes 

no neuronales. En algunos grupos grandes parecen existir neuronas 

v1v~s. pero es indudable la decadencia del cultivo, 

cantidad de restos celulares flotando en el medio. 

3.6 CELULAS DE El6. 

por la gran 

El tejido hiPotalámico de 16 dias de gestacion CE16) resulta una 

fuente pobre de células. ya que además de obtenerse un menor 

rendimiento (72.3 +/- 4.7 xl0-4 células viables por hipotálamo), la 

eficiencia de siembra es muy baJa, lo que se refleja en ~randes 

conglomerados de restos celulares después de la ~iembra, 

proporcion de células adheridas a la superficie del plato. En cambio, 

la disPersión de tejido cerebral (lóbulos frontales) de E16 resulta 

en rendimientos mayores a los de estructuras de El4 (236.3 +/- 29.1 

x!0-4 célul~s viables por Par de lóbulos, ver la tabla IJ, y las 

efictencias de siembra son comparable•:;. 

Bajo condiciones relativamente estables Ct00,000 células/cm2, 

medio con 10'.i. de FCS), el desarrollo microscópico de cultivos de 

ambas regiones El6 es semeJante en todos los aspectos al de los 

cultivos homólogos de El4. con excepción del número de neuronas 

recuperada·:; del hipotálamo en cultivo, que siempre resulta menor al 

tomarse las estructuras de mayor edad fetal. El patrón de las curvas 

de crecimiento de células E16 es muy similar al de las células E14 

(comparar l.'! Fig. 14 con la Fig. 15). Las células hipotalámicas El6 

llegan a la confluencia en el 9 DIV, y si el cultivo es tratado con 

Cit-Ara al 5 DIV. es dec~r. antes de la fase 109, se previene la 

sobrapoblacion no-neuronal y se Pueden mantener cultivos estables de 
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neuronas hasta por dos semanas <Fig 15. H-16). Las células.cerebrales 

de El6 en cultivo ll~gan a un pico Poblacional al 9 DIV, para caer 

progresivamente en los s19u1enles dias. Á pesar de que la Cit-Ara al 

5 DIV previene la fase log. no evita la pérdida neuronal en los dias 

subsiguientes in v1tro <Fig. 15. C-16). 

De la misma maneYa, los eventos celulares en cultivos con 

proporciones distintas de FCS en el medio son muy semeJantes enl~e 

teJidos correspondientes de edad fetal distinta. Sin embargo, como se 

PÚede observar al comparar cuidadosamente las figuras 14 y 15, los 

niveles de DHA en la confluencia de las células hlpolalámlcas son 

ligeramente distintos para las dos edades fetales. Las células E14 

logran confluencia a un nivel DNA/poza de 10-12 ug. mientras que las 

células E16 llegan solo a 8-9 ug en confluencia lver también la Fig. 

16 vs. Fig 17>. Es interesante que este tope de las células 

hipotalám1cas de El6 puede ser. regulado por las condiciones del 

cultivo. Observaciones preliminares mostraron que las células 

h1Potalamicas resPondtan con incrementos poblacionales le.g. aumento 

en los niveles de DNA) si los cultivos eran alimentados más 

frecuentemente en un periodo de 

posteriores mostraron que esta 

dos semanas. 

respuesta a la 

Experimentos 

frecuencia do 

alimentación solo se logr·aba con cultivos de células de El6. En la 

figura 20 se ~uestran los valores de TINA y protetna obtenidos de dos 

cultivo~ representativos. 5e puede observar como se logra aumentar el 

nivel de DNA total del 15 DIV solo en células hipolalámicas de -El6, 

si se procura seguir un regimen de alimentación frecuente. 

Dado que se pueden descartar los nutrientes intrínsecos al medio 

como los responsables de este efecto trófico. en base a que es poco 
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Probable un metabolismo 1ntermed1ario esencialmente distinto entre 

los dos teJ1dos fetales, el mejor candidato como causante del efecto 

lrofico fue el factor extrlnseco al medio: el suero. De acuerdo a 

este razonamiento. una mayor proporción de FCS en el medio 

equ1valdr1a a una mayor frecuencia de alimentación (suponiendo que 

los posibles factores tróficos del suero están a concentraciones 

limilanles una vez dilutdos en el medio de cultivo>. Como a los 15 

DIV las celulas h1Potalamicas ya han llegado a la meseta de la 

confluencia. debe ser posible observar un incremento en el nivel de 

la meseta si se alimentan los cultivos a la misma frecuencia Pero con 

una mayor proporcion de FCS en el medio utilizado. Este paradigma no 

deberla de tener efecto sobre la meseta de confluencia de células 

hiPolalamicas de El4. Como se puede observar al comparar las figuras 

10 y 19. existe un aumento ligero pero significativo de la mesel~ 

alcanzada por las células hipotalamicas de El6 en función de la 

proporcion de FCS 2n el medio (Fi9. 19. H-16>. Este no es el caso 

Par~ l~s células hiPolalamicas de El4 (Fig. 18, H-14>, ni Para !as 

células cerebrales de las dos edades fetales. Como se habia senalado 

antes, este efecto es independiente de los eventos micróscopicos 

observados en el transcurso del cultivo, y denota una propiedad 

inherente a las células con capacidad proliferatlva del tejido 

hiPolalámico de E16. 

kl sembrar a densidades alternativas se obtienen patrones muy 

similares en las curvas de crecimiento para ambas regiones a las dos 

fetales <comparar las figura~ 16 y 17). Las células 

hipotalamicas de E16 sembradas 

confluencia al 6 DIV. Solo a los 

a Huy 

12 DIV 

alta Densidad alcanzan 

se denota una pérdlda 

celular, mantentendose sin embargo un nivel de DHa total cercano a la 
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meseta de confluencia de cultivos a Alta Densidad celular .(aprox. a 8 

ug de DNA/poza: Fig. 17. H-16). Las células cerebrales de El6 

sembradas en Huy Alta Densidad logran un máximo de DNA total al 6 

D 111. que. al igual que los cultivos a Alta Densidad, decae 

subsecuentemente. Se puede observar además como las tres curvas de 

crecimiento de células cerebrales tienden a convergir a un nivel 

similar de DNA total CFig. 17, C-16), Probablemente el de la 

confluencia no-neuronal (como se hizo notar anteriormente para el 

caso de las celulas cerebrales de E14: Fig. 16, C-14). 

k pes.ar de la semeJanza entre las curvas de crecimiento de 

celulas de edades fetales distintas. un evento microscópico distingue 

al comportamiento in vitro de las células hiPotalámicas de E16: en su 

•monoc.apa• confluente aparecen morfolo91as astroc1ticas <Fiss. 13b Y 

c) más tempranamente in vitro que en cultivos confluentes de células 

de E14. Esta diferencia parece estar asociada con el engrosamiento 

gt!neral de la •monocapa•, presente también con algunos dlas de 

anticipación en los cultivos de células hipotalámicas de mayor edad 

fetal. La expresión de la morfolog1a astrocitica fué más evidente al 

cultivar las células hipotalámicas de E16 en ~~esencia de medio 

condicionado homólogo. Aún cuando no se frena el cYecimiento 

poblacion.al en foYma significativa <Fig. 17, H-16), es notable la 

gYan densidad de •.astyocitos• en una monocaPa poco densa al cultivar 

en PYesencia del medio condicionado homólogo CFig. lld) que al 

cultivar con el medio normal, donde los •astrocítos 11 foYman solo 

algunas colonias ciYculaYes en una monocapa tYanspaYente mayoYttaYia 

<Fig. 11b). La población neuYonal en estos cultivos es escasa, por 

lo que no fue posible obseyvar algun efecto del medio condicionado 

sobre el desaYYollo de las neuYona~ hipolalámicas de EL6. 
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3.1 TRH IN VIVO E IN VITRO. 

En la tabla IlI se presentan los valores de TRH obtenidos por 

RadiolnmunoEnsayo (RIE) en hipotálamo y en cerebro extrahipotalámico 

durante el desarrollo fetal y postnatal del raton. ilsímismo. se 

determinaron los niveles intracelulares de TRH en cultivos de células 

hiPotalamicas y cerebrales <TRH en el medio de cultivo no pudo ser 

medido debido a interferencias inespec1ficas en el RlE). En cultivos 

donde se sembraban aprox. lú0,000 células por cm2, y en número total 

equivalente a las células recuperadas de un hipotálamo, se pod1a 

detectar material radioinmunoensayable. Sin embargo, los niveles 

medidos lenian una alta variabilidad, sin correlación alguna con el 

tiempo de desarrollo in vitro de las células o con las condiciones en 

QUe eran cy~cidas. En un experimento, cultivos de células 

hipotalámicas de El4 dieron valores que variaban en un intervalo de 

25 a 140 pg de TRH totales .<tabla IV>. Lo que dificultaba la 

inlerpretacion de esta variabilidad era la falla de relación entre P.l 

nivel de TRH detectado y el tiempo transcurrido del cultivo, o de si 

el cultivo habi~ sido tratado o no con el agente antimit6tico. 

lluslrando lo anterior, en la tabla IV se puede ver como a Pesar de 

que el desarrollo celular general CDNA y prote1na) es semeJante en 

las dos caJas de células hipotalámicas con 3 días in vitro, los 

valores de TRH celular detectados difieren completamente (el 

tratamiento con Cil-ilra se aplicó al d1a 5 in vitro). En la tabla V 

se muestra como sembrando a distintas densidade~ Cl, li2 o l/4 

equivalente de hipotálamo aprox. por caJa de cultivo). los valores de 

TRH celular obtenidos no difieren significativamente de acuerdo a las 

diferenc\as observadas en los niveles de DNA y proteina. Ensayos 

post~riores para la detección de TRH en cultivos de 
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hiPolalamicas o cerebrales adolectan siempre de una alta 

variabilidad, tanto dentro del mismo cultivo como entre cultivos 

desarrollados independientemente (comparar por eJemplo el intervalo 

de TRH presentado en la tabla IV con los intervalos de la varianza 

pard TRH en la tabla V>. Solo se pueden mencionar algunas 

observaciones generales sobre ciertos Patrones de detección de TRH in 

vilro <Tabl~ Vl): 

a) Es más frecuente detectar TRH en cultivos de células 

hipotalámicas de El4 que de Ei6, probablemente debido a la mayor 

sobrevivencia neuronal en los primeros. 

b) Los valores obtenidos de cultivos hipotalamicos en general 

superan~ aquellos obtenidos de cultivos cerebrales. 

c) El remPlazamiento completo del medio de cultivo en las fechas 

de alimentación abale los valores detectables de TRH en cultivos 

hi~otalamicos o cerebrales, lo que no sucede si solo se remplaza la 

mitad del medio de cultivo por medio fresco <es decir, si se daJa 

?arte éel Hedio Condicionado homólogo). 
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4.1 SUSCE~TIBtLlDAD AL DESARROLLO 

EMBRIONARIA DE LAS CELULAS NERVIOSAS. 

IN UITRO EN RELACION A LA EDAD 

Resultados preliminares en cultivos hipotalámlcos utilizando 

taJidos de diferentes edades fetales mostraron una selección de 

ciertos tipos celulares en el transcurso del cultivo. A edades 

jovenes <E 13-14) se obten1an Poblaclon~s celulares mixtas de 

neuronas y 9lia: las Primeras podtan ser mantenidas in v!tro de forma 

estable si se anadta Cit-Ara antes de que las células gliales 

sobrepoblaran la superficie disponible. Si el teJtdo era obtenido a 

edades ietales mas cercanas al nacimiento <E 16-18), aún con la 

adicion de Cit-Ara al medio. los cultivos regularmente consistian de 

monocapas de celulas gliales con una baJa poblac1on neuronal 

creciendo encima de estas. Resultados semeJantes se han reportado en 

otros sistemas de cultivo de teJido nervioso central <Booher y 

Sensenbrenner. 1972). En los resultados presentados sobre viabilidad 

de suspensiones celulares y eficiencias de siembra, puede observarse 

como el estres de la disPersion mecánica afecta más al teJido 

htpotalamico de E16 C36Y. de viabilidad) que al teJido más Joven de 

E14 (651. de viabilid~d). Despues de 3 dtas en cultivo, a contraste de 

fases fue evidente que la proporción neurona/glía a la misma densidad 

de siembra era mas alta de células Et4 que de El6. lo qug sugiere una 

vulnerabilidad especial del tipo neuronal en el hipotálamo. a medida 

que se desarrolla esta estructura pranatalmente. 

De acuerdo a datos autoradiográficos in vivo, las últimas 

divisiones n~uronales en el hipotálamo de raton se realizan alrededor 
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del dtd 13 de gestactón (E13. dta 14 de prenez. Shimada y Nakamura, 

1973). En cambio, la neurogenesis en la neocorteza termina cerca del 

nac1miento (Angev1ne y Sldman, 1961). Suponiendo que en el 

hipotálamo la neuro9dnesis es seguida por la sllogénesis, como parece 

ser el caso en la mayorta de las regiones del CNS en mam1feros 

(Jacobson, 1979), entonces los compartimientos o pozas celulares de 

los cuales se ori91nar1an los glioblastos en el hipotálamo estartan 

mas activos despues del dla E13, paralelameRte a la diferenciación 

neuron~l. como es el caso en la neocorteza, donde la producción glial 

en etapas postnatales va acompanada de diferenciaclon neuronal 

(Jacobson. 1979). Bajo estas consideraciones, se puede explicar que 

el hipotálamo de EL4. recten incorporado su complemento neuronal y en 

un estado inmaduro de desarrollo, produjo ~uspensiones celulares de 

alta viabilidad y con una relación neurona/9lia alta. 

Comparativamente. en el hipotálamo de E16 (d1a 17 de Prenez) las 

neuronas tendrtan ya varios dtas en proceso de diferenciación <Níimi 

y cols •• 1962), con las pozas sliales más activas mitóticamente. Esto 

redundarla en una baJa viabilldad de las suspensiones celulares (por 

la mayor vulnerabilidad a la a9resion mecánica) y una baJa relación 

neurona/9lía. Las diferencias entre el desarrollo de la corteza 

cerebral a las dos edades fetales utilizadas no parecieron ser tan 

drásticas como lo fueron para el hipotálamo. La viabilidad de las 

suspensiones celulares a partir de lóbulos frontales de E14 <Sl'l.l 

solo bajo relativamente poco al utilizar lóbulos frontales de El6 

(66'l.)(tabla t). y el desarrollo in vilro no diferia marcadamente 

entre las células de las dos edades, habiendo inicialmente una alta 

relacion neurona/9l1a, la cual disminula a medida que se establectan 

y expandtan las colonias 9liales. Los resultad~s obtenidos 
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concuerdan con un esquema de desarrollo nervio~o durante ·el periodo 

cerebro fetal mas temprano en el hipotálamo que en el 

extra-hipotalamico del ratón, lo cual ya se ha confirmado por los 

Perfiles onto9eneticos de varios marcadores enzimáticos especificas 

del sistema nervioso <Puymirat y cols .• 1982b). 

4.2 DIFERENCIACION HORFOLOGICA IN VITRO. 

Debido A que se desconoce en buena medida la importancia de la 

interftcción neurona-glla en la funciOn nerviosa, y en particular en 

la expresión de PePtidos hipotalámicos. decidimos estudiar cultivos 

donde permit1a la proliferación glial para observar el 

comportamiento Y diferenciación de las células gliales y neuronales 

in vitro. En estudios preliminares se observó que en la segunda 

semanA de cultivos hiPotalámicos. varios eventos microscópicos 

sugerlan una interaccion cercana 

basales de la monocapa. asociados 

entre las neuronas y las células 

nvtables cambios morfológicos 

dentro de esta. El hipotálamo es una estructura especialmente 

ventaJosa para el estudio de la diferenciación 

relevanciA en la función nerviosa. ya que 

mielinizada en sl adulto. Por lo que es 

slial y su posible 

es una estructura no 

de esperarse una 

preponderancia astroglial en cultivos hipotalámicos. En efecto, el 

estudio ultraestructural de cultivos de células hipotalámicas fetales 

(Benda y cols •. 1975) revela una Población de astroglia inmadura como 

componente principal de la monocapa basal, sobre la cual crecen 

células ependimales (como unico tiPo no neuronal adicional), células 

n"uro<lPileliale-; y una población neuronal que incluya neuronas y 

cétula~ neurosecretoras. Dentro de la monor.aPa canfluente temprana 

solo se observan a~trocitos inmaduros <espongioblastos), pero a 
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tiempos más largos in vitre es Posible distinguir astrocltos en 

varias etapas de maduración, situados en capas estratificadas dentro 

de la ªmonocapa•. tt conlra~le de fases, esta •monocapa• presenta una 

apariencia pavimentosa y transparente. Una observación interesante 

es que a pesar de que la población nerviosa se localiza por encima de 

las células basales, sus procesos 5e introducen en la monocapa, donde 

se establecen los contactos sináplicos \Benda y cols., 1975). 

Nosotros observamos a contraste de fases que al final de la segunda 

semana en cultivo. la monocapa parecía aumentar de grosor, y 

frecuentemente las neuronas por encima de ésta parec1an quedar en su 

interior. Este fenómeno posiblemente corresponde a la 

1975>. estratificacion de la monocapa ya descrito <Senda y cols., 

Llama la atención que el proceso no fué acampanado por un aumento de 

protelna total en el cultivo. Sin embargo, el procedimiento de 

análisis de DNA y prote1na en la misma muestra abre la posibilidad de 

que la prote1na expresada durante este evento fuese especialmente 

vulnerable a la hidrólisis ácida del ensayo <ver Materiales y 

MetodosJ. La aparicion de perfiles astroc1ticos dentro de la monocapa 

gruesa en la etapa final da nuestros cultivos nos pareció 

interesante, ya que podrla representar una diferenciación glial de 

novo con relevancia en la diferenciación neuronal. Sin embargo, la 

baJa proporción de neuronas en estos cultivos y el engrosamiento 

general de la monocapa obstaculizaba la observación directa y podría 

interferir en análisis bioqu1micos posteriores. Decidimos probar 

diferentes condiciones de cultivo sobre esta posible di(erenciaclón 

glial y sobre el desarrollo neuronal. 
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4.3 CRECIKCENTO CELULAR A BAJA DENSIDAD DE SIEHBRA Y EFECTO DE HEDIO 

COND!CIONADO HOMOLOGO. 

Una diferencia muy interesante entre las neuronas cerebrales y 

las hipotalamicas en cultivo era la capacidad de éstas últimas de 

crecer en forma dispersa a bajas densidades <<< 10-S células/cm2>. La 

sobrevivencia neuronal y la formación de estructuras reticulares fue 

mas evidente en los cultivos hipolalámicos que en los cerebrales. En 

parte. el exito del crecimiento de neuronas hipotalámicas a tan baJa 

densidad Probablemente se debió a la propiedad de la poli-lisina de 

actuar como un sustrato de crecimiento adecuado. Sin embargo, las 

células cerebrales necesitan de algún factor adicional para su 

desarrollo adecuado in vitre. Observaciones preliminares sugerian 

que al renovar solo la mitad del volumen cada cambio de medio en un 

cultivo de células hipotalámicas. se ablentan mejorias aparentes en 

la sobrevivencia de las neuronas y en el aspecto de sus 

prolongaciones. Asl, era probable que el medio condicionado remanente 

(medio condicionado homólogo) tuviera una capacidad trófica sobre las 

células hiPotalamicas. Para abordar esta pregunta. hicimos uso de 

medio condicionado CHC) por cultivos homólogos confluentes, 

aplicamos a cultivos sembrados a baJa densidad celular. 

y lo 

El HC 

homólogo aumentó la compleJidad de las formaciones reticulares en 

cultivos hipotalámicos, e incrementó la sobrevivencia y crecim~ento 

neuronal en cultivos cerebrales. Empero, el efecto más dramático fué 

la inhibi~ión de la proliferación glial, y la inducción de cambios 

morfológicos en la poblacion celular existente. En este trabaJo no se 

estudio si el efecto del.HC hipotalámico es intercambiable con el del 
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HC cerebral. La capacidad del HC homólogo de Procurar algún factor o 

factores que promueven el crecimiento neuronal a baja densidad 

celular sugiere que eslos factores neurotróf icos son solubles. Varias 

actividadP.s tróficas relevantes para el desarrollo nervioso han sido 

descritas en HCs en otros sistemas: actividades promotoras de 

elongacion neur1tica <Collins, 1978; Dribin y Barrett, 1982: 

Henderson y cols .• 1981) y de conversión colinerglca <Patterson y 

Chun, 1977) en neuronas periféricas; promoción de sobrevlvencia 

(Banker, 1980: Varon y cols., 1984; Huller y cols., 1984; 

Grau-Uagemans y cols., 1984) y de elongación neur1lica <Banker, 1980; 

Huller y cols., 1984) en neurona.s centrales. En cuanto a éstas 

ultimas. es interesante hacer notar que algunas actividades además de 

encontrarse en HCs de tejidos no neuronales Cheterólogos), están 

asociados con factores inlr1nsecos a las células en cuestión, lo que 

e><pl1ca la fuer-le correlación entre la sobrevivencia de neuronas 

cerebrales (Varon y cols .• 1$84) y cerebalares (Grau-Uagamans y 

cols •. 1984) con la densidad de siembra empleada. 

La astro9l1a ha mostrado ser una fuente importante de factores 

tróficos solubles para neuronas centrales (Banker, 1980: Varon y 

o:ols •• 1984: Huller y cols., 1984: 6rau-Uagemans y cols., 1984). En 

base al carácter aslroglial de la población no neuronal en cultivos 

hipolalámicos de fetos murinos CBenda y cols., 1975: Puymirat y 

cols .• 19B2al y d .. la alta proporción de aslrogl1a en la monocapa 

basal de cultivos c,.rebrales de rata neonatal (Sensenbrenner, 1977; 

HcCarthy y de Vellis. 1980: Hansson. 1984: Ualker y cols., 1984), el 

mej•::>r candidato celular que se puede tomar como responsable por la 

Producción de los factores neurotróficos solubles en nuestros HCs 

homólogos ,.s la aslroglla. 
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f'or •:>tra Parte, re<>ulta muy interesante que los· productos 

ver· ti dos al medio. presumiblemente Por la aslro9l1a, no solo 

contentan iactores neurotróficos. <>ino además posibles factoras de 

diierenc1acion glial. La inhibicion de la proliferación no neuronal 

en cultivos de células hipotalamicas y cerebrales da E14, y la 

diferenciacion morfolOgica de la astroglia hipotalámica de E16 apoya 

la inte..-pretación de que estos eventos celulares son provocados por 

lo<> productos en el HC. Una actividad similar en extractos de 

cerebro. y su efecto 

descrita en detalle 

dicha actividad en 

en la diferenciacion astroglial, ha sido 

por l.im y col s. ( 1977). E-;te autor no registra 

el HC astroglial, aunque si reporta una 

diferenc1acion morfologica espontanea en cultivos confluentes no 

tratados con el extracto. Más trabajo en la caracterización del HC de 

nuestros cultivos de células fetales para la 

idenlific~cion de este posible factor<es) de diferenciación glial, y 

su separación del componente neurotrófico del KC. 

4.4 EFECTO DEL SUERO BOVINO FETAL CFCS) 

KORFOLOGICÁ IN VlTRO. 

SOBRE Ltt DlFERENCIACION 

Acludlmentt?, un área de vanguardia en el desarrollo de técnicas 

de cultivo de células nerviosas. es la definición de medios libres de 

suero capaces de ma~tener Poblaciones diferenciadas de neuronas y 

glta. para análisis bioquímico y fisiológico. La Presencia de suero 

(particularmente de FCS) en los medios tradicionalmente emPleados, ha 

sido desplazada por complementos nutritivos y hormonales en la 

formulación de medios qu1micamenle definidos, para el crecimiento de 

ciertas células nerviosas (para yevision, ver Baynes y co\s., l984b). 

A pesar de lodo, al FCS sigue siendo un componente necesario por 
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algunas de sus propiedades (e.g. proteger a las c~lulas.durante la 

disPers1on del teJido. o como fuente de factores de adhesion de 

ce lulas nerviosas). además de seguir siendo el complemento de los 

medios de cultivos más frecuentemente utilizado. De hecho. algunos 

medios libres de suero son insuficientes para promover el desarrollo 

celular de cultivos hipolalámicos (Faivre-Bauman y cols •• 1981) y 

cerebrales <Yavin y Yavin. 1980) en forma similar a aquellos cultivos 

crecidos en medio con el complemento sérico. En nuestros cultivos, la 

adición de FCS al medio parece tener efecto sobre dos aspectos del 

desarrollo nervioso in vilro: a) desarrollo y sobrevivencia neuronal. 

y b) desarrollo y diferenciación glial. En lo que respecta al 

desarrollo neuronal. la decadencia tanto de las neuronas 

hiµotalámicas como de las cerebrales era p;omovida por el FCS en el 

media. ~sle efecto detrimental fue evidente en la segunda semana de 

desarrollo in vitro. cuando las neuronas hiPotalámicas dispersas 

disminutan en numero, y los agregados de neuronas cerebrales perdian 

sus extensiones y se encogtan. El medio de cultivo <DKEKl libre de 

suero y con Insulina como unico suplemento hormonal Pareció ser 

suficiente Para el desarrollo neuronal durante la primer semana in 

vitre, como 

cerebrales 

ha sido 

(Yavin y 

reportado para cultivos de cólulas dispersas 

Yavin, 1980) y microexplantes cerebelares 

CGrau-Uagemans y cols., 1984). Empero, en nue~tras manos, la 

Insulina por si sola no permite el crecimiento neuYonal por más de 

unA semana. 

El segundo aspecto parece estar estrechamente ligado al primero. 

La diferenciación morfológica dentro de la monocapa basal 

hipotalámica y cerebral fue inhibida por el FCS. Esta diferenciación 

nó era acomPanada de cambios detectables en la población celular 
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total. como lo indicaron las curvas de crecimiento, y concuerda con 

otros sistemas de diferenciación aslroglial in vitro, dohde los 

dramáticos cambios morfologicos y bioqu1m1cos inducidos por el factor 

de m~duración glial (GMF) no van acompanados de diferenci~s 

si9n1ficalivas en los niveles totales de DHH de cultivos no tratados 

(Lim y cols .• 1977>. Además fue evidente que la ausencia de suero 

inhibió la proliferacion glial en nuestros cultivo,. Esta fuerte 

dependencia de suero es caracleristica de la Proliferación de 

astroglta inmadura en cultivo, y ha sido reportada en cultivos 

cerebrales (Yavin y Yavin. 198vJ e hiPotalámicos <Puymirat y cols., 

1982a>. 

El hecho de que al final del periodo de cultivo la sobrevivencia 

neuronal y la diferenciación morfológica glial hayan estado asociadas 

sugiere que esta ultima de alguna manera es Paralela a la Producción 

de los factores neurotróf icos en el HC. Esta idea es apoyada por la 

frecuente observación de grupos de neuronas sobrevivientes 

entremezcladas con •astrocitos• diferenciados. Sin embargo, la 

relación causal entre la diferenciación morfológica y la producción 

de factores neurotróficos no se puede discernir con los resultados 

presentados hasta aqui. La posibilidad de que el FCS inhibe ambos 

asPactos del desarrollo nervioso in vitro en forma indirecta e 

inespectfica (e.g. por la mayor acumulación de ácido láctico en 

cultivos con mas suero en el medio) no puedo ser descartada. 

4.5 EFECTO DEL SUERO BOVINO FETAL CFCS> SOBRE LA PROL[FERACIOH 

GLIAL. 

Nuestros datos indizan que las células gliales hipotalámicas de 

El4 y E16 responden en forma distinta al FCS. Se detectó un 

-64-



DISCUSlCIN 

incremento significativo de la meseta en la confluencia de los 

glioblastos hipotalamicos E16 en funcion directa con la Proporción de 

FCS en el medio. Esta estimulación mitótica adicional no era 

detectable en los glioblastos hipotalámicos de E14 o en los cultivos 

cerebrales. Ne obstante. la decadencia neuronal en éstos últimos 

podr1a est•r obstruyendo la deleccion de algún efecto dentro de la 

población glial sobreviv[ente. La Independencia relativa de los 

glioblastos hipotalámicos más Jovenes por el FCS se ref leJaba en el 

alto nivel Poblacional al que se llegan en la confluencia. Como se 

puede observar por lns niveles de DNR en la meseta de las curvas de 

c1·ecimiento, aun con 20i~ de FCS la de los glioblastos hipotalámicos 

de El6 (aprox. 9 ug DNA/poza) no alca"za el intervalo ocupado 

regularmente Por la meseta de los glioblastos E14 (10-12 ug 

DN~/po¿~). Esta diferencia no es debida a la ausencia de la población 

neuronal 

(segunda 

en los cultivos hipotalámlcos E16, ya que en este periodo 

semana in vitro>. la pérdida neuronal era un evento 

independiente de la edad original del teJido, y aún en los cultivos 

con una relación inicial de neurona/9l1a alta, el DNA neuronal no 

representarta más del 

confluencia. 

lOY. del DN~ total al llegar el cultivo a la 

La inhibicion de la proliferación astroglial en ausencia de FCS 

ya ha sido mencionada. Es Posible entonces, que las células más 

Jóvenes tengan una sensibilidad mayor por los factores mitogénicos en 

el FCS que las células del teJido más maduro, y que por la tanto, la 

activación del proceso proliferativo ya estaba saturada en Jos 

9.lioblastos de E14. aun con s~; de FCS en el medio. !..a aPl icación de 

HC homólogo sobre las células hipolalámicas de las dos edades fetales 

fué la que produJo resultados más sobresalientes. En las células 
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hiPolalamicas de El4 inhibió en un 33% el crecimiento glial a los 12 

dlas in vitro. y en las células hiPotalamicas da El6 indujo la 

diferenciacion morfológica de la glla presente, sin tener un efecto 

significativo sobre la cantidad de células totales a los 12 DIV. 

4.6 6LIOBLKSTOS ONTOGENETICAHENTE DlSTINTOS Y SU COHPORTAHIENTO IN 

VITRO. 

La capacidad del HC de inhibir la actividad mitótica de los 

glioblastos hipotalámicos Jóvenes (los cuales mostraban una gran 

capacidad proliferativa in vitro), y da inducir diferenciación 

morfológica en los 9lioblastos más maduros (qua a su vez tanlan una 

caPacidad proliferativa más restringida y una predisposición más 

marcada a diferenciarse), sugiere que, baJo nuestras condiciones de 

cultivo, las células gliales hipotalámicas retienen las 

caracter1sticas ontogenéticas del teJido original. Es decir, que en 

el leJido de El4, poco después ~e la ~ltima división neuronal en el 

hiPotálamo. la glio9én~sls se desarrollaría a partir da una zona 

ventricular (o zona ependimal) mitóticamente activa. formada Por 

células progenitoras astrogliales (astroblastos>. Estas darian origen 

a las células precursoras astrogliales con capacidad proliferativa 

más restringida y deterMinadas como astrocitos inmaduros, que a su 

vez abandonar1an la zona matriz para integrarse a la zona del manto y 

diferenciarse en astrocitos dentro de los r.ucleos hiPotalámicos en 

proceso de maduracion. El tejido de El6 representaría asl una de las 

etapas más avanzadas en el desarrollo del hipotálamo prenatal. Esta 

propiedad de los cultivos astrogliaies de rafleJar al grado da 

desarrollo ontogenetico en el teJido del que son originarios ya ha 

sido reportada en cultivo~ de naocorteza (Fedoroff, 1980). Resultar1a 
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muy inter~sante seguir el desarrollo de la subcultivaciOn ~e cultivos 

primarios de( hipotálamo El4, para determinar si adquieren las 

caracteristicas de los ·cultivos Primarios del hipotálamo E16. 

4.7 NEUROPEPTIDOS HIPOTALAHICOS: HORHONA LIBERADORA DE HORKONA 

TlROTROF!CA CTRH). 

Los valores de TRH detectados por RadiolnmunoEnsayo <RIE) en 

estructuras fetales y neonatales de ratón <Tabla 111) no difieren 

s.tgnific.:.\livamente de lo reportado en la literatura <Falvre-Bauman y 

cols.. 1978). La especificidad del antlsuero utilizado en nuestros 

ensayos Yd hd sido demostrada anteriormente (Joseph-Bravo y cols., 

1979). No obstante. los niveles de TRH detectables en nuestros 

c.:ultivos hiPotalámicos son mayores que lo reportado en cultivos 

hiPotal•mlcos crecidos baJo condiciones equiparables <Faivre-Bauman y 

cols ... 1980), donde disminuyen los valores de TRH de 20 P9 por 

hiPotálamo in vivo. a 10 pg por equivalente celular da hipotálamo 

después de 10 dias in vitre. Considerando que las células viables 

recuperñdas de una estructura determinada representan tan solo una 

fraccion de la poblacion total de células en dicha estructura in vivo 

(en especial con respecto a la Población neuronal>, es muy notable 

que obtuvieramos valores mayores de 100 pg de TRH en algunos de 

nuestros cultivos. La identidad de este materia~ radioinmunoensayable 

como TRH ha sido confirmada caracterizando el extracto celular del 

cultivo por HPLC, coincidiendo satisfactoriamente el perfil 

c.:romatografico de [3H>TRH con el Perfil del material inmunodetectable 

<Joseph-Br~vo y cols .• 1984). Sin embargo, hasta ahora no nos h~ sido 

posible dilucidar los procesos que permiten la expresión del 

tripéptido por las células en cultivo, ya que la alta variabilidad 
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observad .. en los niveles de 

hipolalamicos persiste bajo todas 

empleadas. 

TRH intracelular en cul l ivos 

las condiciones de crecimiento 

Varios factores actuan al tratar de rescatar una subpoblación 

neuronal particular con una serie de caracter1sticas propias de un 

tejido diferenciado y funcional !e.9. adulto), si se parle de una 

mezcla de poblaciones provenientes de un tejido inmaduro, tanto 

histologic .. como funcionalmente. Como se mene tonó en la Introducción, 

l"as distintas poblaciones celulaY-eo;. del tejido nervioo;.o tienen 

suo;.ceplibilidades y reo;.pueo;.tao;. particulareo;. al reto del cultlvo in 

vit.-o. BaJo ciertas condiciones es poo;.ible o;.eleccionar el tiPO 

celular de interes. Sin embargo. la Poblacion neuronal es también un 

conJunto de subpoblaciones. cuyas caractertsticas de funcionaltdad 

nerviosa (tales como la selección del neurotransmisor eferente, y la 

receptividad a un transmisor aferente) dependerán de parámetros tales 

como el grado de diferenciacton alcanzado previo al pasaJe ln vilro, 

su localizacion en un tejido en desarrollo (con desplazamientos 

continuos e interaccioneo;. celula<es dinámicas), la Proporción final 

obtenida in v1tro de las subpoblaciones neuronales sobrevivientes, y 

el microambiente bajo el cual se lo~ren desarrollar. Por lo tanto, es 

pertinente una reevaluación profunda de las posibles variables 

importantes en el crecimiento neuronal in vitro, asi como del propio 

material tisular usado como fuente ~a neuronas peptidérgicas, si se 

considera al cultivo celular como una opcion atractiva para la 

elaboración de un modelo in vitro de la neurosecreción hipotalámica. 
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Esta claro que no se ha llegado aun a las condiciones óptimas 

para la expresión reproducible y en niveles adecuados de TRH en 

cultivo celular. Esta incapacidad de sostener la diferenciación y 

runcional1dad de las neuronas hiPolalámicas in vitro nos inclinó a 

considerar otros aspectos celulares de posible relevancia en el 

proceso. Kctualmente. la interacción trófica de la aslrogl!a con 

neuronas centrales 

desarrollo del CNS 

indican que es 

esta siendo estudiada. y su importancia en el 

peso. Nuestros resultados va adquiriendo más 

posible obtener poblaciones presumiblemente 

astrogliales con comportamientos in vitro distintos, en función de su 

edad onlogenética. Sera posible estudiar la importancia de la 

inleraccion neurona-glta a distintas etapas de diferenciación glial. 

La capacidad del medio condicionado homólogo de promover la 

diferenciación morfológica glial y la sobrevivencia neuronal resultan 

alentadores en la aplicación del cultivo in vitro Para la solución de 

Preguntas sobre los mecanismos de la función nerviosa central. 
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Figura l.- Células hipotalámicas de El4 sembradas a alta densidad 
<l.5xl0-5 cel/cm2) an pozas de cultivo. Observaciones a contraste de 
fases <160xl de cétalas vivas. En la curva de crecl~iento se senala 
el dla in vitro <DlVl en qu~ fueron tomadas las fotografías. Las 
curvas representan cultivos sin tratar <linea continua> y tratad~s 
con Cit-Ara al 5 DlV (linea punteada). 

En •a• se muestran a las células basales formando una monocapa. 
En "b" se senalan las células de apariencia neuronal, individualmente 
(cabezas de flecha) o formando agregados (puntas>. En •c• se senalan 
algunas neuronas \flechas> sobre una monocapa confluente de células 
basales. 
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Figura 2.- Células h1potalámicas de El4 sembradas a alta densidad 
CL0-5 cel1cm2 apyox.} en pozas de cultivo, y tratadas con Clt-Ara al 
5 D[V. Observaciones a contraste de fases <250x a,b y c; l60x d) de 
células vivas. Fotograf~as tomadas al 14 DlV. 

Las flechas grandGs senalan los cuerpos de células con 
apariencia neuronal. Los Pares de flechas chicas senalan sus procesos 
celulares. En •a• se muestran algunas células con proce<;os bipola.-e'> 
Primarios y múltiples ramificaciones secundarias. En •b• se muestran 
varias células bipolares. En •c• se muestra una célula de apariencia 
ncuYosecretora, con ''º cuerpo celulaY mayo.- al de las bipolaYe'> y un 
PYOceso prima..-io principal. En ªd" se senalan algunas colonias de 
células epitelioides granulares (puntas). 
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Figura 3.- Células hiPotalámicas de El4 sembradas a alta densidad 
Cl0-5 cel/cm2 aprox.l en pozas de cultivo, y tratadas con Clt-Ara al 
5 DIV. Observaciones a contraste de fases !160x) de células vivas. 
rotografias tomadas al 14 ntv. 

Tres campos continuos mostrando a una célula de apariencia 
neuron~l (flecha grande) extendiendo una neurita (par de flechas 
chicas) sabre la superficie libre de células basales, hasta hacer 
contacto con otra célula neuronal. 





Figura 4.- Células hipotalamicas de E14" sembradas a alta densidad 
(10-5 cel/cm2 áprox.J en pozas de cull"lvo. Observaciones a contraste 
de fases (160x> "de células vivas. Fotografias lomadas al 14 DIV de 
cultivos no tratados con Cit-Ara (marcado sobre la curva de 
crecimiento por la flecha). Las curvas representan cultivos sin 
tratar <línea cont(nual y tratados con Cit-Ara al 5 lJlV (ltnea 
punteada). 

En •a• se muestran los agregados de células con apariencia 
neuronal pero sin procesos celulares aparentes. En "b" Y •c• se 
mu.;istran algunos grupos de células sobreviv; entes con apariencia 
neuronal y sus procesos principalmente bipolares, creciendo sobre una 
•monocapa• basal engrosada. 
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Figura S.- Células hipotalámicas de El4 sembradas a alta densidad 
(10-S cel/cm2 aprox.) en pozas de cultivo. Observaciones a contraste 
de fases <2SOx a.b y c; 160x d) de células vivas. Fotograf1as tomadas 
al 14-15 DIV. 

En •a• y "b" se senalan los cuerpos de células con apariencia 
neuronal (flechas) dentro de una •monocapa• muy engrosada. Las dos 
fotos representan el mismo campo pero enfocado en dos planos: 
suPerficialmenle (a) o del interior (bJ de la •monocapa'. En •c• se 
muestra una célula de apariencia neurosecrelora en el interior de la 
•monocapa•. En "d" se muestra a la "monocapa• con células de 
apariencia neuronal <flechas) y astroc1tica (puntas de flecha>. Las 
primeras tienen un halo luminoso más intenso y son de mayor diámetro 
celular que las segundas. 
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Figura 6.- Células de lóbulos frontales de El4 Ca y e) y El6 lb) 
sembradas a alta densidad (l.5x10-5 cel/cm2> en pozas de cult!vo. 
Observaciones a contraste de fases (160xl de células vivas. 
Foto9raf1as tomadas al 6-9 DlU <a y c) o al 15 DlU <b). Las curvas 
represent~n cultivos sin tratar ( l lnea cont inl.ia> y tratado<,; con 
Cil-Rra al 5 DlU <linea punteada). 

En "a" se senalan unos racimos de células neuronales (flechas 
grandes> interconectados por un fasctculo de procesos celulares 1pa< 
de flechas chicas). En •c• se muestran varias células basales de 
apariencia fibroblasloide (mitad superior del campo> o epitelioide 
<mitad inferior). En "b" se muestra una monocapa muy de<,;arrollada de 
células basales con varias células de apariencia astrocttlca. las 
cuales se senalan en el recuadro (puntas de f lechal a mayor aumento 
C250x>. 

' 
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Figura 7 Y a.- Celulas hipotal~micas de E14 sembradas a Huy Alta 
Densidad <a>. ~lta Densidad Cb) o Saja Densidad (e) en pozas de 
cultivo. übservaciones a contraste de fases \160x> de células vivas. 
En las curvas de crecimiento se senala el dta in vitro lDlV) en que 
fueron tomadas la fotograttas. Las curvas representün cultivos 
sembrados a 4x10-S cel/cm2 (c1rculos llenos>, l.Sxl0-5 cel/cm2 
(ctrculos semivactos) o Sxl0-4 celicm2 lctrculos vacios). 
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Figura 7 y e.- Células hipotalámicas de E14 sembradas a Muy Alta 
Densidad <a>, Álla Densidad Cbl o BaJa Densidad {c) en pozas de 
cultivo. Observaciones a contraste de fases Cl60x) de células vivas. 
En las curvas de crecimiento se senala el dia in vllro <DIU) en que 
fueron tomadas la fotograf1as. Las curvas representan cultivos 
sembrados a 4xl0-5 cel/cm2 (c1rculos llenos), 1.Sxl0-5 cel/cm2 
<ctrculos semivac1os) o 5x10-4 cel/cm2 Cclrculos vactos). 

.1 
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Figura 9.- Células de lóbulos frontales de El4 sembradas a Huy Alta 
Densidad CaJ, Alla De~sidad (b) o BaJa Densidad (e) en pozas de 
cultivo. Observaciones a contraste de fases 1160x> de células vivas. 
En las curvas de crecimiento se senala el dia in vitro IDIVJ en que 
fueron tomadas la fotograftas. La• curvas representan c~ltivos 
sembrados a 4x 10-5 ce l /cm2 <c 1 rcu !'os llenos), 1 . Sx 10-5 ce l /cm2 
(círculos semivacfos> o Sxl0-4 cel/cm2 <círculos vaciosl. 
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Figura 10.- Células hipotalámicas de El4 sembradas a BaJa Densidad 
CSxl0-4 cel1cm2) en pozas de cultivo. Observaciones a contraste de 
fases <160x) de células vivas. Fotograflas tomadas al 9 DtV. Se 
·inc-luyó 1·12 volumen de medio condicionado homólogo a partir del 3 DIV 
en 11 c• y •d•. 
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Figura 11.- Células hipotalamicas de E14 Ca y c> y E16 (b 
sembradas a BaJa Densidad (5x10-4 cel/cm2> en pozas de 
Observaciones a contraste de fases Cl60x) de células 
Fotograf1as tomadas al 12 DIV. Se lncluy6 1/2 volumen 
condicionado homólogo a Partir del 3 DlV en •c• y 

y d). 
cultivo. 

vivas. 
de medlo 

El medio condicionado no pareció afectar el nómero 
con apariencia neuronal de El4. aunque aparentemente 
extensión y grosor de sus procesos celulares <a vs. c>. 
condicionado induj6 un cambio morfológico en las células 
El6 (b vs. d), aumentando el numero de células con 
astrocltica. 

de células 
aumentó la 

El medio 
basales de 
apariencia 
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Figura 12.- Células de lóbulos frontales de El4 Ca y b> y El6 Cc,d,e 
y f). sembradas a Baja Densidad C5x10-4 cel/cm2> en pozas de cultivo. 
Observaciones a contraste de fases <160x a,b y c; 250x d,e y f l de 
células vivas. Fotograftas tomadas al 9 DlV <a Y b> Y al 12 DIV 
(c,d,e v f). Se incluyó 1/2 volumen de medio condicionado homólogo a 
Partir del 3 DIV en •b", •e•, 11 d", .. e• y •r 11 • 

El medio condicionado indujo un cambio morfológico sn las 
células basales y limitó la extensión de la monocapa <a vs. b); 
además, parece promover.la sobrevivencia y desarrollo de las células 
de apariencia neuronal le>. En "d", •e• y •r• se muestra la 
diversidad morfológica de estas células crecidas en medio 
condicionado: células i~dividuales con apariencia neuronal (flechas 
grandes> y células basales con apariencia astrocttica (puntas de 
flecha>. 
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Figura 13.- Células hiPotalámicas de El4 (al y E16 <b y c> y células 
de lóbulos frontales de El4 (dJ y E16 <e>, sembradas a alta densidad 
(10-5 cel,cm2> en pozas de cultivo. Observaciones a contraste de 
fases (250x a, b y c: 160x d y e) de células vivas. Fotografías 
tomadas al 6-12 DIU. 

Las células hipotalámicas fueron crecidas en DHEH-FCS 57. la, b y 
¿J. En •a• se muestra una colonia de células epitelioides granulares 
(puntasl. En "b" y •c• se senalan varias célula~ de aPariencia 
astrocitica <puntas de flecha). 

Las células cerebrales fueron crecidas en DHEH sin suero <d> o 
con DHEH-FCS 20% <el. En "d" se senalan algunos racimos de células 
neuronales (flechas grandes> de donde se ewtienden mQlliples procesos 
(pares de flechas chicas). En •e• se muestra un haz f tbroso de 
células basales despegándose de la superficie del plato (puntas). 
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Fisura 14.- Cultivos htpotalámicos <H-14> o de lóbulos frontales 
CC-14) de 14 dlas de gestación. Se sembraron a alta densidad Cl0-5 
cel/cm2 aprox.> en pozas de cultivo. Se crecieron en DHEH-FCS, del 
cual fue renovado medio volumen cada tres dCas in vltro <DIV>. Linea 
continua: cultivos control. Linea discontinua: cultivos a los cuales 
se Jes anadio una dosis de C!tosín-Arabinósido 10uH al 5 DIU. Los 
puntos representan promedios de 4 Pozas pertenecientes a dos cultlvos 

· independient~s. Promedio +/- SEH. 
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Figura 15.- Cultivos hipotalámicos <H-16l o de lóbulos frontales 
<C-16J de 16 dlas de gestación. Se sembraron a alta densidad <10-5 
cel/cm2 apro~.) en pozas de cultivo. Se crecieron en DHEH-FCS, del 
cual fue renovado medio volumen cada tres días in vitro <DIVJ. Llnea 
continua~ cultivos control. Linea discontinua: cultivos a los cuales 
sa les anad1o una dosis de Citostn-Arabinósido lO~H al 5 DIV. Los 
puntos representan promedios de 4 pozas pertenecientes a dos cultivos 
independientes. Promedio +/- SEH. 
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Figura 16.- Cultivos hipotalámicos <H-14) o de lóbalos frontales 
CC-14> de 14 dias de ge~tación. Se sembraron aproximadamente 400,000 
cel/cm2 iclrculos llenos>, 150,000 cel/cm2 (clrculos saml-vacios> o 
50,000 cel/cm2 <c1rculos vacíos y rayados) en pozas de cultivo. Se 
crecieron en DKEK-FCS, del cual fue renovado medio volumen cada tres 
dtas in vitro <DIV>. Algunos cultivos (circulos rayados> recibieron 
medio volumen de DKEK (sin FCS) y medio volumen de KC homólogo a 
partir de 3 DIV. Los puntos representan promedios de 4 pozas 
pertenecientes a dos cultivos independientes. Promedio +/- SEM. 
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Figura 17.- Cultivos hipotalámicos <H-l6J o de lóbulos frontales 
<C-16> de 16 dlas de gestación. Se sembraron aproximadamente 400.000 
cel/cm2 <ctrculos llenos). !S0.000 cel/cm2 <círculos semi-vacíos> o 
50,000 cel/cm¿ <c1rculos vactos y rayados> en pozas de cultivo. Se 
crecieron en DKEK-FCS, del cual fue renovado medio volumen cada tres 
dlas in vitro iDIVl. Algunos cultivos <círculos rayados> recibieron 
medio volumen de DHEK <sin FCS> y medio volumen de KC homólogo a 
partir de 3 DlV. Los puntos representan promedios de 4 pozas 
Pertenecientes a dos cultivos independientes. Promedio +/- SEK. 
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Figura 18.- Cultivos hipotalamicos <H-l4J o de lóbulos frontales 
CC-14> de 14 dlas de gestación. Se sembraron a alta densidad (10-5 
cel/cm~ aProx.> en Pozas.de cultivo. Se crecieron en DHEH-FCS hasta 
el 3 dta in vitro lllIVJ, cuando se les renovo en adelante todo el 
medio cada tres D!V por DHEH-20h FCS <linea continua), DHEH-10% FCS 
Cllnea discontinua punteada), DHEH-S% FCS <linea discontinua) o DHEH 
sin FCS \linea interrumP1da a intervalos>. Los barras representan 
promedios de 4 pozas per~enecientes a dos cultivos independientes. 
Promedio +/- SEH. 
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Figura 19.- Cultivos hipotalámicos <H-16) o de lóbulos frontales 
CC-16> de 16 d1as de gestación. Se sembraron a alta densidad Cl0-5 
cel/cm2 aprox.) en pozas de cultivo. Se crecieron en DHEH-FCS hasta 
el 3 d1a in vitro IDIVJ. cuando se les renovó en adelante todo el 
medio cada tres DIV por DHEH-207. FCS <línea continua>. DHEH-107. FCS 
ll1nea discontinua punteada), DHEH-57. FCS <línea discontinua> o DHEH 
sin FCS <l~nea interrumpida a intervalos>. Los barras representan 
promedios de 4 pozas pertenecientes a dos cultivos independientes. 
Promedio +/- SEH. 
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Figura 20.- Cultivos htpotalamicos de 14 dlas de gestación <H-14) o 
de 16 dtas de gestación <H-16). Se sembraron 6-7 xl0-4 células/cm2 en 
pozas de cultivo. Se crecieron en DHEH-FCS. el cual no fué renovado 
hasta el final del cultivo (-), tué renovado medto volumen cada tr·es 
dtas in vitro C+) o fue renovado todo el volumen cada dos dlas tn 
vitro (++). Todos los cultivos son de 15 días in vi tro <DIV>. La-:> 
barras representan promedios de 5-6 pozas pertenecientes a un 
cultivo. Promedio +1- SEH. 



TABLA l 

HlPOTALAHü LOBULOS FRONTALES 

Edad lliabilidad total de ce lula'> Viabilidad total de células 
fetal t 7.) por hipotálamo ( 7.) POI' p,;i.r de lóbulos 

.. 10.000 xl0,000 

E1LI 65.0 '.l. 161 .o +/- 10.3 81.2 :r.. 219.0 +1- 25.9 

E16 36.4 :t. 198.3 +i- 10.9 66.3 :r. 356.3 +/- 57.9 

Se disecaron 10-12 hipotálamos y 6-10 pares de lóbulos frontales de 
embriones de 14 <Et4) o 16 (El6> días de ge~tación. Se dispersó el 
taJido en DHEK-FCS como se describe en Material y Hétodos. Las 
células se lavaron del medio de dispersión, y se resuspendieron de 
nueva cuenta en DHEH-FCS. Se determinó la viabilidad en las 
suspensiones celulares finales por exclust~n de azul de trtpano. 
Promedio+;- S.E.H. de 6 experimentos. 

TABLA lI 

CULTIVO SIEMBRA DNA proteína 
HIPOTALAHICO ( 10-5 cel/cm2> (ug/poza) <ug/poza) 

(-) Cít-itra 1.9 8.1 +/- 0.5 107.9 +/- 1 .a 
(+} CH-ara al 8 D 111 1.9 7.4 +/- 0.7 120.0 +/- 4.3 

(-) Cit-itra 2.0 a.1 +i- 0.2 119.5 +/- 4.1 
(+) Cit-Etra al 5 DI\/ 2.0 3.3 +/- 0.1 84.0 +/- 5.5 

(-) Cit-itra 0.7 8.6 +/- 0.2 100.9 +/- 2.4 
(+) Ci t-Etra al 5 D l 11 0.7 4.0 +I- 0.5 54.4 +I- 4.0 

<-> Cit-Etra 0.3 7.8 +/- 0.3 9t.7 +1- 4.2 
(+) Cit-ara al 5 DI\/ 0.3 1.4 +/- o. 1 12.2 +I- 1.6 

Se disecaron 10-12 hipotálamos de embriones de 16 días de gestación 
<E16>. Las suspensiones celulares obtenidas se sembraron a las 
densidades senaladas en pozas de cultivo Cl6 mm de diam.>, Y se 
alimentaron cada tres d1as cambiando 1/2 volumen del medio de cultivo 
por medio DHEM··FCS fresco. Los cultivos se procesaron para las 
determinaciones bioquimicas después de 12-15 dias in vitro <DtV>. En 
los cuitivos donde se utilizó el antimitótico, se anadió el 
Citostn-nrabinósido <Cit-Aral en una sola dosis de 10 uH en el medio 
el d1a de cultivo indicado. Los resultados representan tres cultivos 
independientes. Promedio +/- S.E,H. de n=4-10 pozas. 



TABLA II 1 

EDAD TRH TRH' 
(p9/hipotálamo) (pg/ceYebro) 

E14 31.9 +/- 3.0 40.7 +/- 3.6 
(6) (6) 

El6 70.3 +/- 6.4 99.5 
(4) (2) 

E18 91.2 +1- 1.8 146.7 
(3) (1) 

2 días 80.6 327.7 
postnatal ( 1) C2> 

Adulto 6,900 +/- 900 
C3l 

Se deteYminaYon los niveles de TRH radioinmunoensayable en el 
hipotálamo y el ceYebro <exty~-hiPotalámico> de ratones a vaYlas 
edades fetales. postnatal y en adultos macho. Los valoYes se expresan 
como TRH ~otal POI'" estructura. En la mayoría de la~ edades fetales 
era necesario juntar varias estructuras. Para la deteYminación en 
adulto se realizaron diluciones seriadas, y se sacó el promedio 
coYrespondiente a un hipotálamo. Los números entre paréntesis indican 
la cantidad de puntos ensayados CveY Material y Hétodos>. Promedio 
+¡- S.E.H. 

TABLA IV 

CULTIVO DIAS IN lllTRO 
HIPOTALAHICO 
(-) Cit-ilra 3 6 9 12 15 

ug DNA 6.6 14.2 10.5 22.0 22.5 
U9 prote1na 135 240 243 570 694 
pg TRH 119 92 111 25 139 

( ... ) Cit-Ara al 5 Dill 

u9 DNA 5.5 B.9 7.5 5. l 6.6 
U9 protetna 128 175 179 211 280 
P9 TRH < 10 46 59 92 55 

Se disecaron 10 hipotálamos de embriones de 14 dlas de gestación 
<E14J. La suspensión celular se sembró en 10 cajas de 35 mm de 
diámetro Cl0-5 células/cm2>. Los cultivos se alimentaron cada tres 
dtas cambiando 1/2 volumen del medio de cultivo por DHE~-FCS fresco. 
Se tomaron las caJas para ser Procesadas a los días en cultivo 
senalados. Una serle se trató con Citosln-AYabinósido CClt-AYa) al 
quinto dia in vitro <5 DIV), anadiendo una sola dosis 10 uH en el 
medio. Los resultados son los valores totales POI'" caja de cultivo. 



TABLA V 

DENSIDAD 
DE SlEHBkA U9 prote1na ug DNA pg TRH 

2x10-5 cel/cm2 369.3 +/- 31.6 20. l +/- 2.6 248.8 +/- 91. 1 

1x 10-5 cel/cm2 241.0 +i- 19. 1 10. 1 +/- l. 7 176.0 +/- 39.8 

5x10-4 cel/cm2 128.2 +/- 9.3 4.5 +/- o.a 165.8 +/- 15.3 

Cultivos de células hipotalamicas de 16 d1as de gestación <E16> se 
sembraron a la densidad senalada en caJas de 35 mm de diámetro 
Caprox. 1. 1/2 y 1/4 equivalente de hipotálamo por caJa, 
respectivamente>. Los cultivos se alimentaron cada tres dlas. 
cambiando 112 volumen del medio de cultivo por DHEH-FCS fresco. Se 
trato con Citos1n-arabinósido <Cit-Ara> al sexto día in vttrc <6 
DIV>. anadiendo una sola dosis 10 uH en el medio. Se tomaron todas 
las caJas al 15 DI~. Los resultados son Promedio +/- Desviaslón 
Estánda.rd de 3 caJas de cultivo. 

Hir>OHtLAHO 

Densidades 
de siembra: 
4.0xl0-5 cel/cm2 
1.5xl0-5 cel/cm2 
O.Sxl0-5 cel/cm2 
f'orcentage de 
FCS en el medio: 

20'.I. 
10:%. 

5'.I. 
0'.I. 

CEREBRO 

Densidades 
de siembra: 
4.0xl0-5 cellcm2 
l.5xl0-5 cel/cm2 
0.5x10~5 cellcm2 
Porcentage de 
FCS en el medio: 

20:i'. 
107. 
57. 
O:t. 

TABLA VI 

TRH intracelular 
(pg) 

E14 

1353.3 
61. 7 
56.4 

15.7 
17. 1 
14.4 
14.3 

60.0 
55.5 
84.4 

14.5 
12.0 
14.l 
15.6 

E16 

47.0 
44.9 
32.3 

< 10 
< 10 
< 10 
< 10 

34.2 
43.4 
43.a 

< 10 
< 10 
< 10 
< 10 



Tabla VI.- Cultivos de células hipotalámicas y de lóbulos -frontales 
(cerebro> de 14 CE14> o 16 CE16> dias de gestación en pozas de 16 mm de 
diámetro. Los cultivos fueron sembrados a distintas densidade~ celulares y 
se les renovo 1/2 volumen del medio cada tres dias: o fueron sembrados a 
10-5 cel/cm2 y alimentados renovando todo el volumen del medio por medio con 
distintos porcentages de FCS cada tres d1as. Las pozas se tomaron al noveno 
dla in vitro. Los valores de TRH celular son la suma de pozas en duplicado 
para cada condición de un solo experimento. 



APENDICE 

OPTIKIZACION DE LA DISPERSION DEL TEJIDO FETAL. 

El sistema de dispersión utilizado originalmente consistía de 

una dispersión mecanica pasando el t3Jido Por una serie de a9uJas 

hipodérmicas de diámetro en orden decreciente (ver la tesis del 

Biólogo Jose Luis Redondo, 1983>. El medio de disPersion consist!a de 

una formulación balanceada de sales <excepto Calcio) con una mezcla 

mfnim.i de nutrientes esenciales CSKEK; GlBCO Lab.). Para evitar el 

dano celular excesivo por el estres mecánico. se incluyó albúmina de 

suero bovino (BSA: Sigma) al l~ en esta solución. Ademas, los fetos 

se mantentan en PBS a temperatura ambiente durante todo el tiempo que 

duraba la diseccion (aprox. hr.). Pudimos observar que al 

1>rolongar este Periodo innecesariamente (t > hr.), baJaba 

dt·ásticamenle el rendimiento celular por hipotálamo y la vi.;¡¡bi l idad 

del proceso de dispersión (tabla A). Al pasar de una aguJa a la 

siguiente ~n la serie. numero de células dispersas siempre 

disminuía. Con las dos primeras aguJas se dispersan más células que 

eo Pasos subsecuentes. Como se Puede ver en la tabla A. es evidente 

ademas que en estos dos 1>asos iniciales es donde se obtienen casi 

todas las células viables del 

presumiblemente por que los 

1>roceso de dis1>ersión por aguJas, 

fragmentos de teJido no dispersado ya 

astan demasiado danados por el proceso como para rendir más células 

viables. En adelante solo se utilizaron las dos primeras aguJas de la 

serie Para efectuar la dispersión mecánica. ~or otra parte, un 

consenso Parecla estar emergiendo en la literatura del cultivo 

celular, que adjudicaba al suero bovino fetal CFCS) la capacidad de 

-70-



proteger 4 la suspensión celular de la agresion mecánica, y de 

aumentar la eficiencia de siembra, Al incluir FCS en el medio de 

dispersion SHEH. vimos que aun cuando la viabilidad de la suspension 

no denotaba meJor1as significativas. el aumento en la cantidad de 

células recuperada~ por hipotálamo implicaba un aumento importante en 

la cantid~d de célul~s viables disponibles <tabla A). Al utilizar el 

medio de cultivo usual <DHEH-FCS) como medio de dispersión. 

observamos que los resultados no pareclan ser distintos con esta 

nueva modificacion: sin embargo, la eficiencia da siembra vista a 

contraste de fases parecta ser meJor. Al mantener a los fetos en PBS 

a 4 grados C durante la disección no se afecta el rendiniento del 

proceso de dlsPersión. lo que nos permitió relaJar el periodo de 

diseccion, y adoptar estas dos ultimas modificaciones al protocolo 

final de la dispersión mecánica. 

Al tratar de implementar un protocolo de dispersión 

mecano-en¿imática, hicimos uso da un ingenioso Paradigma de digestión 

con triPsina. que evita la exposición prolongada del tejido a la 

enzima baJo agilacion continua (con la consiguiente pérdida celular>. 

como se usa en los protocolos tradicionales de dispersión enzimática. 

Esta tecnica <referida como •tripsina frta•: ver Freshney, 19831 se 

basa en exponer al teJido por un periodo pr~longado (5-8 hrs:) a la 

solución lríptica a 4 grados C (lripslna cruda al 0.25% en DHEHI. L~ 

ideA consiste en saturar pasivamente el teJido con la enzima Inactiva 

Ce.9. sin necesidad de agitacion>. Terminado este periodo, se decanta 

el exceso de solución de lrlpsina, se Incuban los fragmentos por 20 

minutos A 37 grados C (en que se lleva a cabo la digestión), para 

prQceder finalmente a inactivar la actividad enzimática con 1 ml de 

DHEH-FCS y a dispersar el leJido mecánicamente. Dado que las 
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Protetnas de membrana podrían ser i"1P0Ytantes en el reconocimiento 

inicial de las células en cultivo. decidimos no emplea.- esta 

metodologta como parte integral de nuestro acervo de técnicas. No 

obstante. en resultados prelimina.-es utilizando la técnica de la 

tripsina f.-1a. Pudimos observar un SOZ de incremento en la cantidad 

de células recuperadas por hipotálamo de E16, y casi un 200% de 

aumento en la viabilidad de las células dispersadas ttabla B>. Al 

utilizar el teJido mas jóven CE14), los efectos fueron más modeslo'i, 

incrementando la recuperación por hipotálamo en SOJ.. pero sin cambios 

significativos en la viabilidad de la dispe.-sión. Asimismo, al 

emplear esta tecnica con lobulos frontales, el tejido de El6 

experimento un modesto aumento en la viabilidad de las células 

dispersadas lrlPticamente. sin cambios importantes en el rendimiento 

de células por estructura. No se detectaron meJor1as en ningún 

aspecto áe la disPersión emzimática de lóbulos frontales de El4 

<tabla B>. Es Probable que e°! efecto positivo de la triPsinización 

sobre la dispersion del tejido hipotalámico más desarrollado <El6> 

refleJa la maduración temprana de esta estructura, y por lo tanto. su 

mayor susceptibilidad a la agresión mecánica de la dispersión. Las 

estructuras de la corteza cerebral no han alcanzado la madurez a las 

dos edades fetales Probadas. 

dispersión del hipotálamo en 

En 

E14 

cambio, 

es muy 

contrapartes corticales Cver Discusión). 
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Tabla A 

Células viables del total de células recuperadas CY.> 

1. 
2. 
3. 
4. 

+ BSA D. 

t > 1 hr 

9.3 +1- 3.3 
7.<> +/- 1.4 
2. l +/- 1.0 
ü.9 +/- 1.4 

t <= l hr 

37.0 +/- 4.5 
5.9 +/- 0.6 
2.7 +/- 1.6 
2.3 +/- 0.7 

+ FCS 20Y. 

t (: l hr 

37.3 +/- 6.2 
10. 7 +I- :?.O 

----------------- -----------------
Viabilidad 
global ('l.l 

20.0 +I- 2.2 

rotal de 141.4 +/- 24.2 
cel. recu-
peradas Cxl0,000) 

48.1 .,.,_ 2.8 48.0 +/- 6.8 

170.5 +/- 64.8 282.8 +/- 46.8 

9-11 hipotálamos se disecaron de fetos de 16 dtas de gestación CE16). 
Los hiPolálarnos se Pusieron en l ml de solución de dispersión CSHEH> 
complementada como se Indica en la parte superior de las columnas, ya 
sea con albumina de suero bovino (BSA) al l'l., o con suero bovino 
fetal (FCS) al 20Y.. El leJido se dispersó Fasando la suspensión por 
aguJas hipodérmicas de varios diámetros: 1.5 mm Cl.): 1.25 mm (2.): 
1.0 mm (3.): 5/8 mm (4.). La viabilidad se determinó Por exclusión de 
azul de tripano. •t• indica el tiempo usado en la disección. Estos 
datos fueron obtenidos antes de lavar las células de la solución de 
dispersion. Promedio +1- S.D., 2-4 experimentes. 

(TeHdo E14>: 
sin tripsina 

con tripsina 

CTeJido El6): 
sin triPsina 

con tripsina 

Tabla B 

HIPOTALAHO 

Viabilidad 
o:> 

73 'l. 

64 'l. 

18 Y. 

53 Y. 

total de células 
Por hipotálamo 

X 10,000 

161.5 

246.0 

163.0 

239.0 

LOBULOS FRONTALES 

Viabilidad 
OD 

85 7. 

87 7. 

67 7. 

78 ;.; 

total de células 
por par de lóbulos 

X 10,000 

258.5 

266.5 

300.0 

296.0 

Resull~dos de un experimento de dispersión en teJidos de 14 <El41 o 
de 16 (El6> dtas de gestación. para comparar la dispersión mecánica 
con la mecano-enzimática <triPsina fr1a>. Se disecaron 9-10 
hipotálamos o pares de lóbulos frontales de la edad fetal tndlcada 
para cada ensayo. La dispersión se realizó en DHEH-FCS. La viabilidad 
se determinó por exclusión de azul de tripano. Estos resultados se 
tomaron antes de realizar el lavado del medio de dispersión. 
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APENDlCE 11 

OPTIHlZACION DE LA DETERKlNACION DE DNA. 

El ensayo consiste en una modificación del método de Erwin y 

cols. (1981). Básicamente. el material precipilable de una 

eKtraccion ácida de la muestra se hidroliza en ácido tricloro acético 

al 5 'l.. Esle paso libera aldehidos libres del DNA. y en condiciones 

deja casi intacta la canlidad de proteína ~n la muestra. 

ld cual se recupera por preciPitacion. Las ventajas más evidentes d~ 

este procedimiento residen en una alta sensibilidad ( hasta t ug de 

DNA comparado con otros métodos utilizados. y además que la forma 

de extracción permite recuperar no solo la protetna en la muestra, 

sino ademas el extracto acido. Fue necesario modlficar la técnica 

original para adaptarla a nuestro procedimiento de extracción. Hemos 

encontrado que la hidrolisis en ácido lricloroacélico <TCA), como 

descrita en Kaleriales y Hélodos. no afecto a estándares de albúmina 

bovina sujetos a las mismas condiciones. La muestra hidrolizada se 

enf~ta y se centrifuga. seoarando una pastilla de prote 1 na del 

sobrenadante con los aldehídos libres del DNA. A este sobrenadanle se 

le anade el ácido 3.5-diamlno benzoico CDABR), se incuba por una hora 

a 60 grados e para desarrollar el fluoró9eno, y se termina la 

N. Estandares por triplicado se hidrolizan en 

Paralelo con las muestras y se les anade directamente el DABA. 

Procediendo como descrito. Las lecturas de fluorescencia se hacen a 

400 nm de longitud de onda de excitación. y a 520 nm de emlsion. Se 

qrafica fluorescencia relativa contra concenlracion de DNA de la 

curva estándard. El Coeficiente de Variabilidad (C.V.) en lodos los 

puntos de la curva estándard regularmente es menor del 5 'l.. 
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Dado que Para radioinmunoensayos de neuropéptidos se .utiliza un 

"~tracto de células en metano!. se realizaron extracciones seriadas 

en TCA/Hetanol. y viceversa, para comparar el rendimiento de DNA y 

protetna en los dos procedimientos. Cultivos de fibroblastos humanos 

{donación del laboratorio del Dr. Antonio Velázquez, lll!H/UNAH) se 

rasparon con gendarme de goma en tricloroacético al 5 X y el llzado 

cMlular se separo en dos triplicados idénticos. Se enfriaron a 4 

gr·ados e por una noche y triplicado se 

resuspendió en metano!, y se guardó a -20 grados C por una noche y se 

centrifugó. Se determinó DNA y protelna en las Pastillas de ambos 

tr iPl icados. En otro cultivo de fibroblaslos humanos se procedió a 

extraer con la secuencia invertida, esto es. primero en metano! y 

luego un triPl1cado resusPendido en tricloroacético precipitado 

nuevamente. Como se puede ver en la tabla A, es muy parecido el 

rendimiento del material precipitable por extracción en metano! al de 

t r· ic loroacet ice. la variabilidad de las dos 

secuencias de extracción reside principalmente en que en metano! se 

producen agregados que sedimentan raPidamente, lo cual dificulta la 

separacion en alícuotas idénticas. ütra observación importante es la 

diferencia entre los coeficientes ProtelnaiDNA de los dos cultivos de 

fibroblastos. Creemos que el coeficiente ref leJa el grado de 

desarrollo del cultivo. 

EXTRACClON ug DNA 

TCA 2.2 

TCA-Helanol 2. l 

Hetanol 7.5 

Hetanol-TCA 11.0 

TABLA A 

ug Proteina C.V. 

274.0 < 5 7. 

230.0 < 5 7. 

412.5 > 20'.l'. 

324.5 > 20'.l'. 
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Algunos datos que apoyan esta afirmación se obtuvieron de 

cultivos de células de cerebro de ratón <lóbulos frontales). Se puede 

ver en la tabla B que al extraer dos platos con el mismo grado de 

dewarrollo in vitro por Procedimientos diferentes. las cantidades de 

DNA y prote1na detectadas son semeJantes. 

TABLA B 

EXTRACCION ug DNA ug prote1na 

TCA 9.2 168.0 

Hetanol 8.B 95.5 

TCA 2. l 6.5 

Hetanol 2.5 a.o 

TCA 7.6 183.5 

Hetanol 7.2 119.5 

Prot./DNA. 

18.3 

10.8 

3. l 

3.2 

24.1 

16.6 

Sin embargo. existe la pos.ibilidad de que no todas las protelnas 

celulares comPartan la resistencia de la alb~mina bovina a la 

hidrólisis ácida del ensayo. Es posible que el nivel de proteína 

detectado en realidad represente solo una parte del contenido 

proteínico total en el cultivo. Por lo tanto, cualquier 

interpretación basada en los niveles de proteína ast medidos deberá 

o;e1· tomada con Precaución. en PllY t icul ar las referentes al 

coeficie~te protelna/DHA. 
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