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ABREVIA TURAS 

AE - Erectora de los Músculos Anulares (Motoneurona) 

AP - Pagoda Anterior (Neurona de función desconocida) 

Con A - Concanavalina A 

DTT - Ditiotreítol 

N - Nociceptiva (Neurona Sensorial) 

Rz - Retzius (Neurona que participa en Ja coordinación del nado) 

SN - Sistenta Nervioso 

SNC - Sistema Nervioso Central 



!-RESUMEN 

En este trabajo se estudió la influencia del substrato en el creciiniento y 

la formación de conexiones en neuronas cultivadas. El estudio, se realizó en 

neuronas identificadas de sanguijuela, mantenidas en cultivo, en donde crecen 

y forman conexiones especificas. Las neuronas fueron aisladas ro1npiendo Ja 

cápsula ganglionar y succionandolas una por una. Cotno substratos se 

utilizaron cápsulas ganglionares de las que habían sido retiradas las neuronas. 

homogenados del SNC, concanavalina A (Con A) y latninina de sanguijuela. 

En estos substratos las neuronas etnpezaron a crecer después de unos cuantos 

tninutos de haber sido sembradas. 

De particular interés fue el patrón de crecüniento de las neuronas 

Pagoda Anterior (AP, de función desconocida). El patrón de las neuronas AP 

en las cápsulas consistió en dos neuritas dirigidas a extretnos opuestos 

(Femández de Mib'Uel, 1997), semejante al del día 9 de desarrollo 

cn1brionario (Gao y Macagno., 1987). Este patrón fue distinto al de las células 

de Retzius o de las motoneuronas AE., o al de la 1ni.s1na célula en Con A o 

latninina. Las células AP crecieron en ho1nogenados cn1dos del SNC o de 

cápsulas ganglionares, reproduciendo el patrón de creci1niento en las 

cápsulas. Sin embargo, el patrón no se reprodujo al sembrar las células sobre 

plástico o vidrio. La captura periódica de ilnágenes a intervalos de 2 111inutos 

y su posterior edición a video, 1nostró una dinámica de crecirniento y 

reabsorción de neuritas, que dio como producto final las dos neuritas 

características. 

La reproducción del patrón de crecitniento neurítico de las células AP 

en homogenados crudos, hizo interesante explorar la con1posición protéica de 



los extractos. La incubación de las cápsulas con diferentes proteasas modificó 

la adhesividad y el patrón de crecilniento de las células AP,. lo que sugirió que 

su patrón es regulado por proteínas de la 1natriz extracelular. La electroforesis 

de los .. ...J1omogenados de cápsulas ganglionares en geles de poliacrilamida en 

!:,rradiente de 3 o/o a 1 O %, dio lugar a 22 bandas con pesos moleculares entre 

100 y 1 ,000 kilodaltones (kDa). Cuando los homogenados se redujeron con 

ditiotrcitol (DTT). aparecieron 16 bandas. 

Dado que la 1natriz extracelular de las cápsulas induce p<Jtrones 

siinilares a los del desarrollo. ade1nás de crecimiento dirigido entre pares de 

células (Fen1ández de Miguel, 1 997),. exploran1os si tarnbién podría influir en 

los atributos sinápticos. Para eJJo. co1nparamos las sinapsis que se establecen 

en cultivo entre las células sensoriales nociceptivas (N) y las n1otoneuronas 

erectoras de los 1núsculos anulares (AE) en distintos substratos. Estas 

neuronas en el ani1nal fonnan una sinapsis quin1ica,. pero en cultivo, al ser 

se1nbradas sobre Con A, fonnan una sinapsis eléctrica. Al sernbrar pares 

1nixtos de células N y AE en la 1nis1na cápsula, arnbas células crecieron con 

un patrón distinto al de Con A y establecieron contactos. Sin ernbargo,. la 

conexión fue eléctrica rectifica.nte, sirnilar a la fonnada en Con A pero 

distinta a la fonnada en el ganglio. Estos datos sugieren que el substrato 

puede influir el patrón de crecimiento de múltiples rnaneras pero, al 111cnos en 

este caso. no detennina los atributos sinápticos. 



II - INTRODUCCIÓN 

El funcionarniento del sistema nervioso depende del patrón correcto de 

crecirniento y conectividad neuronal. De aquí que uno de los proble1nas de 

interés en neurobiología es conocer cómo durante el desarrollo y la 

regeneración del sistema nervioso, una neurona crece hasta sus blancos y 

establece las conexiones correctas con ellos. En este proceso participan 

varios ele1nenros que interactúan con Ja identidad neuronal: rnoléculas que 

difunden desde las células blanco y que funcionan como atractores (Ramón y 

Cajal, 1893; Speny, 1963) como las netrinas (Serafini et al., 1994; Kennedy 

et aL, 1994), algunos neurotransmisores (Zheng. 1994) y las neurotrofinas 

(Emfors et al., 1994; Hoy le, et al., 1993; Diamond et al., 1992); moléculas 

repelentes corno las colapsinas (Luo et al.. J 993); 1noléculas que pro1nueven 

el crecimiento neurítico, como las de Ja 1natriz extracelular (Venstrorn y 

Reichard, 1993; Masuda-Nakagawa y Wiedemann, 1992), o que lo inhiben 

corno las fracciones NI-35 y NI-250 en 1ne1nbranas de Jos oligodendrocitos 

(Schwab et aJ.. 1993); células y moléculas en puntos intennedios que 

funcionan corno guía (Kuhn et al., 1995); y la actividad eléctrica (Hubel et al., 

1977; Shatz y Stryker, 1978) que es necesaria para la formación de patrones 

precisos de conectividad (Stryker y Harris, 1986). 

Aunque cada uno de Jos cle1nentos anteriores presenta características 

que los hacen interesantes por si n1ismos,. el presente estudio se enf'ocó en las 

moléculas de la matriz extracelular. substrato sobre el cual muchas neuronas 

crecen y fon11an sinapsis durante su desarrollo y regeneración. Parte de su 

interés radica en que posiblemente,. Ja interacción entre la neurona y Ja rnatriz 



extracelular genera las primeras sei\ales que las células reciben después de la 

última división 1nitótica. 

La matriz extracelular es una red de macromoléculas que está en el 

espacio extracelular de los tejidos y se compone de proteínas y polisacáridos 

ensa1nblados de manera organizada. Anterionnente se pensaba que la matriz 

extracelular servia principalmente como un andamiaje inerte para estabilizar 

la estn1ctura fisica de los tejidos. Ahora está claro que tiene un papel mucho 

más activo y complejo, ya que influye a las células en su desarrollo, 

migración~ proliferación, forma y funciones metabólicas. 

Con1ponentes de la matrtz extrac.:e/ular 

Los cle1nentos de la 1natriz extracelular se clasifican en: 

glucosaminoglucanos (que generahnente se unen a proteínas y forman 

proteoglucanos); proteínas estn1cturales como la colágena y la elastina, y 

proteínas de adhesión como la lmninina y la fibronectina (Alberts et al., 

1989). En la 1natriz cxtracclular, la fase acuosa del gel de polisacáridos 

pennite la difusión de nutrientes, 1nctabolitos y honnonas entre la sant;,7re y las 

células de los tejidos; las fibras de colágena la fortalecen y organizan; la 

elastina le da flexibilidad y las proteínas de adhesión ayudan a las células a 

adherirse a ella. 

Los glucosmninoglucanos son cadenas de polisácaridos sin ra1nificar, 

co1npuestas de unidades de disacáridos repetidos, que contienen un 

aminoazúcar (N-acetil glucosamina o N-acetil galactosa1nina). Los grupos 

carboxilo y los b7TI..lpos sulfato de los azúcares, generan una carga negativa 

intensa que atrae w1a nube de cationes hidratados, lo que produce un gel en el 

que las proteínas están embebidas. Los principales b'Tllpos de 



glucosaminoglucanos son los sulfatos de heparano, de condroitino. de 

keratano y de dennatano. Estos al unirse a proteínas fonnan los 

protcoglucanos. El ácido hialurónico es un glucosaminoglucano que no se une 

a ninguna proteína. 

Hay una variedad de moléculas de la 1natriz extraceluJar que 

prornueven el crecimiento neuritico (Tabla J) (Venstrom y Reichard. J 993; 

Masuda-Nakagawa y Wiede1nann, 1992). Estas incluyen a la larninina, la 

flbronectina. la tenascina. y la trombospondina. Estas glucoproteínas se 

componen de dos o más cadenas polipéptidicas unidas por puentes disulfuro. 

Cada subunidad tiene partes estructurales repetidas y algunas de ellas se 

encuentran en varias glucoproteínas del !:,7Tl.lpo (Fig. 1 ). 

Papel de la 111atriz extracelular en la regeneración de neuritas y sinap.,·1.\· en 

e/SNC 

Las neuronas en el sistema nervioso periférico pueden regenerar con 

éxito axones seccionados en el organismo y frecuentemente logran recuperar 

la función (Guth, 1956). en contraste, el SNC diticiJmente regenera 

(Manthorpe et al., 1983). Uno de los requisitos para que haya regeneración es 

que las neuronas dañadas se encuentren en wt antbiente favorable para que 

las neuritas puedan avanzar. La matriz extracelular de los injertos del sisterna 

nervioso periférico, favorece la regeneración axonal de neuronas del SNC 

(David y Aguayo, 1981 ). El crecimiento de los axones de neuronas del SNC 

tiene lugar a través de la matriz extracelular de nervios periféricos con la cual 

están en contacto. Los elen1entos de la matriz extracelular, en panicular las 

glucoproteinas, pueden constituir una fantilia de agentes promotores de 

6 



Tabla 1 - Efecto de las moléculas de la matriz extracelular en el crecimiento 
neuritico. 

Moléculas de la 
Matriz Extracelular 

Protelnas 
de 
Adhesión 

Proteinas 
Eslructu­
rales 

Proleo­
glucanos 

A Cid O 
hialu· 
rónico 

Lamininas 

Fibronectina 

Tenasclnas 

Trombos­
pondina 

Colágenas 

Colágenas 

Elastina 

Sulfato de 
heparano 
(Perieca no) 

Sulfato de 
Condroilino 
(Neurocano) 

Sulfalo de 
Oermatano 
(Decorina) 

Receptores en la 
membrana celular 

lnt.-gnnas: •lf•1beta1; 
•Ha2bmta2: at193b9bl1; 
atta6beta1; •lf•7bel•t; 
•lf•vt.t.3: •lfe6bet•4 
y prDl90glueanos. 

lntegnnas: alfa1beta1, 
atta\fbeta3; alfa\lbeta6; 
alfA3beblt; alfa5beta1; 
y proteoglucano. 

1n1egrm.11a: alf.Xbet•1. 
y pra1eog1uc.noa 

lntegnnaa: •lf•Vbet•J. 
.tta\fbetax, arraxbeta1 
y proteogluc.nos 

lnt.-gnnaa y k.ido 
hialuroruco. 

Papel en el crecimiento 
neurítico 

Promueven la regeneractOn de neurona-. c:entrales y penf.,lcas en 
cunrvo (Retehardt y Tomase.U., 1991; Manlotpe et: al., 1983). 

Uno de loa dominios permite la ad~ y la m1grac:IOn de célul111• de i. 
cresta neuraJ y el crec:•miento neu.rltico de n•uronaa pe'1féncas 
{Hynea, 1992) 

Se expresan en lo& caminos por donde migran las Ululas de la cresla 
neural, en loa eamino• de nervtos penféncoa y en diversas regione-s del 
SNC duranle el desarrollo (Vemstrom 'f Retehard't. 1993). 

Parttc1pa en I• m1grac'6n celul•r y el crecimiento nerurlhco 
(Nttugebauer et al .• 1991). Puede 11etuar COfTlD modulador de algunas 
neurotrofinas, corno el f11Ctor bel• de etecimienlo transformante 
(MLn"ptly-Ullnch et al , 1992) 

L..111 colagena IV - ensambla en una red 'f forma la -tructura cenlral 
de la ~mana basal Los tipos 1 y IV promueven 111 crecUTiiento rMJrUrltlco 
en cutttvo (Relchard't yTorna-111. 1991) 

Las fibras de c~ rortalecen y ayudan a organizar 1111 matriz 
e>etracelular y las ~ula• de fl'fastina le dan hex1bdw::l.,;t (Alberts et al., 
1989). 

SokJ o en asociaCJón con la lanumna promueve el crecimiento ~ltico 
(Hantas-Ambrorse et al, 1987) 

Se eJ<presa SOio en el tuslema nervtOSo y puede aux:1llar en el de$affollo 
de la corteza y en el encuentro de los blancos neuronakts (Sheppard 
A. 1991; Rauch et al. 1992) 

Se exptesa en zooas donde hay daflo o enfermedad en el a..stema 
l"lerilOSG y a.e propooe que 1nh1be la sintes.is de matraz la cual caus.a la 
enfermedad (Bordar et al , 1992) 

Se proporw que par"llCI~ en la mtgraclon neuronal durante et OesarrolSo 
del sistema nenrioso. porque apa.-ece en grandes cantidades en ll'Sle 
periodo Y desJ>U*s- degr9dado (Atberts et al .• 1989) 



Figura 
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-0om•n0o•-•-•••~7···"~ - Ownlnloqueunea a. hep.11rlna 
Q R•peticlOn tipo 111 de I• flbf"~tina 

EJ ~ -nwjant•• al EGF 

CJ Hll~Alf• 

- Proteínas de adhesión de Ja rnatriz extraceJuJar. Estas 

glucoproteinas consisten de dos o más subunidades polipéptidicas unidas por 

puentes disulfuro (lineas punteadas). La fibronectina y la tenascina presentan 

varias repeticiones del tipo JU de Ja fibronectina. La Jaminina,. la tenascina y 

Ja trornbospondina tienen varias repeticiones de los dominios parecidos al 

facror de crecimienro epidénnico (EGF). Modificado de Lander (1989) y 

Nicholls et al., (1992). 



neuritas que operan por contacto (Manthorpe et al .• 1983). En el 

organismo,. el papel de la matriz extracelular en el crecimiento y en la 

fonnación de sinapsis, ha sido dificil de evaluar por la gran cotnplejidad 

estructural y funcional de] sistema nervioso (SN). Sin e1nbargo,. los estudios 

realizados en preparaciones de vertebrados e invertebrados,. 1nediante el 

bloqueo selectivo de moléculas de adhesión de la matriz extracelular no 

detienen totalmente el crecimiento, por lo que se ha postulado la acción 

concertada de múltiples moléculas (Bixby et al .• 1988; Chiquet et al., 1988; 

Masuda-Nakagawa y Wiedemann, 1992). Los estudios para conocer las 

interacciones entre tales elementos, han estado limitados por la presencia de 

otras familias rnoleculares. Además al intentar llevar a cabo el análisis de una 

fmnilia de rnoléculas en el embrión, se tiene la dificultad de que existen 

interacciones con otras células y con factores solubles. Por estas razones, una 

alten1ativa ha sido utilizar substratos nativos en los que la 1natriz extracelular 

se 1nantiene intacta .. pero las neuronas al ser sernbradas en ellos, están libres 

de interacciones con otras células o factores solubles (Femández de Miguel, 

1997). Esto se ha IOb"Tado se1nbrando neuronas identificadas en cápsulas 

ganglionares, que permiten tener una preparación de estudio rica en n1atriz 

extracclular y que es intennedia entre el organis1no y el cultivo. Otra 

al1en1ativa ha consistido en utilizar neuronas cultivadas en substratos de 

con1posición conocida. 

Regeneración de neuritas y conexiones en neuronas cultivada.\· de 

.\·an¡...ri111ue/a 

Para nuestro estudio, el siste1na nervioso de la sanguijuela ofrece Ja 

ventaja de poder aislar diferentes tipos de neuronas identificadas (Ready y 

., 



Nicholls. 1979; Dietzel et al.. 1986) que en cultivo conservan su capacidad de 

regeneración. ya que crecen (Zhang y Nicholls. 1983; Chiquet y Acklin. 

1986) y forman conexiones específicas (Ready y Nicholls. 1979; Fuchs et al.. 

1981; Nicholls. 1987). El sistema nervioso de la sanguijuela. se compone de 

una cadena longitudinal de 32 gan~lios. Cuatro de ellos están fusionados en la 

parte anterior y siete en la parte posterior. A los 2 1 ganglios restantes se les 

llama ganglios intennedios (Payton, 1981) (Fig. 2A) y son casi idénticos entre 

sí, a excepción de el quinto y el sexto que participan en la reproducción 

(Macagno, 1980). Cada ganglio contiene alrededor de 400 neuronas que 

controlan casi de manera independiente el seg¡nento que corresponde (Fig. 

28). 

Los estudios con neuronas identificadas del sisten1a nervioso de la 

san!:,~ijuela, han mostrado que el contacto de la neurona con un sustrato 

particular, determina un patrón de crecin1iento característico (Chiquet y 

Acklin. 1986; Grumbacher-Reinert. 1989). En Con A se forman neuritas 

latnelares cortas,, curvas y muy ra1nificadas,, mientras que en larninina de 

sanguijuela las neuritas son largas,, rectas y 1nenos ra111ificadas. La tenascina 

induce un crecitniento se1nejante al de la Con A (Masuda-Nakagawa y 

Wiedemann,, 1992). Los extractos de la1ninina y tcnascina promueven 

patrones de crecilnicnto caracteristicos para cada uno de ellos. Estos patrones 

correlacionan bien con el crecimiento neuritico en los nervios conectivos y 

periféricos o en el ncurópilo respectivainente,, donde se encuentran estas 

proteínas. 

10 



._Anterior 
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Posterior-

"~ - i 
\-fSR•icas 
1 ' \ \ 

Figura 2 - A) Cadena ganglionar que forma el sistema nervioso central de Ja 

sanguijuela Hirudo 111edicina11 ... ·; B) Ai~a~ de las neuronas identificadas de 

uno de Jos ganglios. La distribución neuronal es muy estereotipada. Rz = 
célula de Retzius; AP = células pagoda anterior; AE = motoneurona erectora 

de anillos corporales; T .. P., N = células sensoriales al tacto,. presión y 

esti111ulos nociceptivos en la piel. 
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Crecinliento de neuronas AP en el embrión y en cultivo 

Para este estudio las neuro~as Pagoda Anterior (AP) de función 

desconocida (Sunderland, 1980) fueron de panicular interés por su capacidad 

de regenerar proyecciones neuriticas en cultivo (Fuchs et al., 1 981 ). Durante 

los días 9 y 1 O del desarrollo generan proyecciones longitudinales que crecen 

por los nervios conectivos hacia los ganglios vecinos anterior y posterior. 

Estas proyecciones posteriormente se retraen, y únicamente prevalecen las 

proyecciones contralaterales hacia blancos periféricos no identificados (Gao y 

Macagno, 1987). Un patrón similar se ha reproducido al cultivar neuronas AP 

en cápsulas ganglionares (Fen1ández de Mi&'Uel, 1997), Jo que sugiere que las 

1noléculas de la matriz extracelular proveen la infonnación que detennina los 

aspectos iniciales del patrón de crecirniento de estas neuronas. 

En la primera parte de este trabajo se cuantificó el efecto de los 

sustratos nativos sobre el patrón de crecilniento neuritico. Para esto, se 

sembraron neuronas identificadas en cápsulas ganglionares y se analizaron 

variables del crecimiento tales como la longitud total de las neuritas, su 

ramificación, su nún1ero y la distribución de sus neuritas. Corno controles se 

utilizaron neuronas que crecieron sobre Con A y laminina de sanguijuela. 

Para hacer un estudio detallado del patrón de creci1niento, se tornaron 

i1nágenes de algunas de estas neuronas a intervalos de dos 1ninutos. 

Tipos de conexiones en el siste111a nervioso 

A las conexiones que establecen las neuronas se les llama sinapsis. Las 

sinapsis químicas se co1npone11 de una terminal presináptica, una terminal 

postsiná¡)tica y la hendidura sináptica. En éstas, la infonnación fluye 1nediante 

un neurotransmisor que es secretado por la tenninal presináptica y que 
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difunde hasta la terminal postsináptica. Las sinapsis químicas pueden ser 

inhibidoras o excitadoras. La diferencia entre ambas es el tipo de 

conductancia activada en Ja membrana postsináptica por el neurotransmisor. 

Las ventajas que pueden tener las sinapsis químicas son la posibilidad de 

neuro1nodulación, facilitación, depresión y potenciación postetánica, entre 

otras (Nicholls et al., 1992). 

En J 959 Furshpan y Potter descubrieron las sinapsis eléctricas. En 

ellas las membranas celulares de dos neuronas están unidas por conexones 

que tienen W1 poro central por el que fluye la corriente entre las dos células. 

En algunas sinapsis eléctricas la corriente pasa de igual rnanera entre dos 

neuronas en ambos sentidos, a estas se les llarna sinapsis eléctricas no 

rectificadoras; en otras sinapsis eléctricas, hay rectificación, es decir, la 

corriente hiperpolarizante fluye en atnbos sentidos, pero la despolarizante 

fluye en uno solo. Hay también sinapsis con doble rectificación en las que la 

corriente despolarizante pasa en ambos sentidos pero la hiperpolarizante pasa 

1nuy poco (Nicholls et al., J 992). Es posible que las sinapsis eléctricas tengan 

algw1as ventajas funcionales sobre las sinapsis quhnicas. El retardo sináptico 

presente en las sinapsis químicas pero ausente en las sinapsis eléctricas puede 

ser impoltante en conductas de escape o tener relevancia en la sincronización 

de gnipos neuronales (Nicholls et al.. 1992). 

F"orn1ación de sinapsis en neuronas de .\·an&>uijuela 

La especificidad en la formación de las conexiones entre dos neuronas 

cultivadas de sanguijuela es especifica. Las células de Retzius fonnan 

sinapsis eléctricas no rectificadoras con 1nuchos de sus blancos, mientras que 
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las células P y N fonnan, generalmente, sinapsis eléctricas rectificantes. Lo 

anterior muestra que los atributos sinápticos pueden ser determinados por la 

identidad neuronal (Nicholls, 1987; Fentández de Miguel y Drapeau. 1995). 

Sin embargo, las conexiones fonnadas en cuhivo pueden diferir de las que se 

dan en el animal. En cultivo no se reproducen todos Jos patrones sinápticos 

del animal, y en ocasiones pueden aparecer nuevas conexiones (Fen1ández de 

Mib>uel y Drapeau, 1995). Por ejemplo las células de Retzius en cultivo. 

fonnan sinapsis químicas que no se han registrado en el anilnal (Liu y 

Nicholls, 1989). 

Si como en los ejemplos anteriores. el patrón correcto de conectividad 

no está determinado únicamente por las células que entran en contacto, sería 

factible que el substrato también influyera los atributos de las sinapsis 

fonnadas. Esta posibilidad se probó en la segunda pane de este trabajo. Para 

ello se usaron neuronas sensoriales nociceptivas (N) y motoneuronas 

erectoras de los anillos corporales (AE). Estas neuronas están conectadas en 

el animal por una sinapsis química excitadora (Stuart. 1 970), pero en cultivo 

con un sustrato con base en poli-L-lisina o Con A, fonnan Lu1a sinapsis 

eléctrica rectificadora (Viklicky y Nicholls. 1988). Como sustratos se 

utilizaron cápsulas ganglionares y Con A. En estos sustratos se sembraron 

neuronas solas o en pares y la fonnación de las sinapsis se probó 1nediante 

registro intracelular simultáneo en ambas neuronas. 
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ru - HIPÓTESIS 

El funcionamiento del SN depende del que las neuronas crezcan y se 

conecten correctamente durante su desarrollo o regeneración. Si la 

interacción con la 1natriz extracelular genera las prin1eras se1)aJes que las 

células reciben después de la última división mitótica en el desarrollo o 

durante la regeneración del SNC~ esta interacción puede ser detenninante en 

la 111orfOfisiologia celular9 en particular en la for1nación de Jos patrones de 

crecitniento y en Ja conectividad neuronaJ. 
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IV - OBJETIVOS 

1) Reproducir los patrones de crecimiento de las neuronas AP entre 

los substratos nativos, la larninina de sanguijuela y Con A. 

2) Realizar una caracterización cuantitativa de Jos patrones de 

crecimiento que presentan las neuronas AP, por la influencia de la 1natriz 

extracelular en los substratos nativos y de la larninina de sanguijuela. 

3) Realizar un estudio bioquímico preli1ninar para conocer los 

elementos de la matriz extracelular en los substratos nativos, que intervienen 

en la formación de los patrones de crecirniento neuronal. 

4) Determinar si el substrato influye los atributos sinápticos. 
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V-MÉTODOS 

Aislamiento y cultivo de neuronas 

Con el objeto de tener neuronas identificadas de la sanguijuela Hirudo 

111edic:ina/is, la cadena ganglionar del sistema nervioso se aisló y se fijó sobre 

un plato con silicón~ que contenía medio de cultivo Leibowitz-15 (L-15, 

Gibco), glucosa (6 mg/ml), gentamicina (0.1 mg/ml) (Schering Corp.) y suero 

bovino fetal inactivado con calor (Sigtna). La cápsula ganglionar se rompió 

con pinzas. dejando el paquete neuronal expuesto. La cadena se incubó una 

hora en 111edio de cultivo y w1a 1nezcla de las enzimas colagenasa y dispasa 

(2mg/ml; Boehrinnger-Mannheirn, Corp.) (Dietzel, et al.. 1986). 

Posterionnente los ganglios se lavaron con 1nedio de cultivo sin las enzi1nas. 

Las células AP. Rctzius, N y AE se identificaron por sus posiciones y 

tmnaflos en el ganglio, se aislaron individuahnente por aspiración 1nediante 

una pipeta de succión y se lavaron en 1nedio de cultivo. Para cultivar las 

neuronas, los substratos utilizados fueron: cápsulas ganglionares, 

ho1nogenados del s .. NC de la sanguijuela, la1ninina de sanguijuela, Con A o el 

plato de cultivo dircctmncnte. Los ho1nogenados, la larninina de sanguijuela y 

la Con A se incubaron durante 2 h en el plato de cultivo antes de se1nbrar las 

células. Posterionncnte,. el plato de cultivo se lavó tres veces con agua 

desionizada estéril y se abrregó medio L-15 sin suero bovino fetal. Las 

neuronas se se1nbraron una por una con una pipeta de succión. Para estudiar 

la fonnación de sinapsis se se1nbraron pares de células N y AE a distancias 

1nenores de 300 Jlllt en las cápsulas y en Con A. En todos los casos el cultivo 

se hizo a 1 8º C y después de 12 h el medio se ree1nplazó por medio de 

cultivo con suero bovino fetal. 
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Preparación de las cáp . .;.;u/as ganglionares 

Se rompió la cubierta de los ganglios y se re1novió el paquete neuronal 

completo con el objeto de obtener la cápsula libre de células (Fenlández-de­

Miguel, 1997). Las cápsulas se incubaron durante 30 111inutos en solución 

fisiológica para sanguijuela. que contenía 0.2°/o de tritón X-100 (Sig111a). 

luego se lavaron varias veces en inedia de cuhivo con mg/1nl de 

gentamicina y se transfiricnn1 a un caja con fondo de vidrio, asegurándose de 

que la cara interior del tejido estuviera hacia arriba. Para adherir el tejido al 

fondo de los pozos~ se retiró el líquido y el tejido se secó con aire por 

exposición al flujo larninar unos 1ninutos. Las neuronas se se111braron en la 

cara inten1a de las cápsulas ganglionares. 

Hon1ogenado enru¡ueculo en /01111111110 de sanguuue/a y co11c:a1u1vcJ/111a A 

Para la preparación de la laininina se utilizó el n1étodo descrito por 

Chiquet y Acklin ( 1986). Se transfirió la cadena ganglionar de una 

sanguijuela a 100 pi de una solución de tritón al 0.2°/o~ tris-HCI 100 rnM, pl-I 

7.4 con los inhibidorcs de proteasas: fluoruro de ícnilinetilsulfonilo (PMSF) 

2 rnM y de N-ctihnalei1nida (NEM) 5 rnM (todos de Sib'llla) a 4º C. Se 

trituraron los ganglios con pinzas y se hon1ogcncizó la rnucstra con 70 golpes 

en un hon1ogcncizador Potter-Elvchcrn. La 111ucstra se transfirió a un vial de 

vidrio~ se Je agregaron 400 itl de la solución anterior y se rnantuvo 24 h a 4º 

C con agitación constante. AJ siguiente dia se transfirió la rnuestra a un tubo 

eppendorfy se centrifugó durante .3 rninutos a 1 1 ~000 rp1n a 4° C. Se desechó 

el sobrenadantc y se lavó el prccipitndo tres veces con 0.5 rnl de una solución 

fría de tris-HCI 1 O 111M u pi l 7.4. Entre cada lavado se centrifugó la rnuestra 
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durante 3 minutos a 11,000 rpm a 4° C. Después del último lavado se 

resuspendió el precipitado en 50 µI de solución recién preparada de tris-HCI 

1 O mM. pH 7.4, NaCI O. 15 M y ácido etilendiamino-tetracético (EDTA) 1 O 

tnM> a 4° C. La rnuestra se transfirió a un frasco de vidrio y se dejó 24 h a 4° 

C en agitación constante. AJ día siguiente se transfirió a un tubo eppendorf de 

500 J-tl y se centrifugó 3 rninutos a 11 >000 rpm, a 4° C. El sobrenadante se 

separó y se utilizó como substrato para sembrar neuronas o se ahnacenó a -

70º C. La cantidad de proteína en estos homogenados fue de 0.61 µg/µI, 

detenninada por el método de Bradford (1976). Los platos de cultivo se 

incubaron con 5 1-11 del sobrcnadante (laminina de sanguijuela). La Con A 

(Sigma) se preparó en solución con 2 µg/µI (Chiquet y Acklin, 1986). Para la 

siernbra de las neuronas se usaron 20 µl. 

l-fon1o~enado crudo del SNC' 

Para su preparación, se transfirió la cadena ganglionar de una 

sanguijuela a 100 1-ll de la solución con inhibidores de proteasas descrita 

antcrionnente. La 1nuestra se homogeneizó en cristal y se mantuvo 24 h a 4ª 

C con agitación constante. Al día siguiente se centrifugó por 3 1ninutos a 

1 1,000 rp111 a 4ª C y se desechó el sobrenadante. El botón se lavó con tris­

HCI 10 rnM a pH 7.4 y se resuspendió en 50 µI de tris-HCI 10 mM, pH 7.4. 

La cantidad de proteína en estos homogenados fue de 2.37 µg/µI, 

detcnninada por el 1nétodo de Bradford. Para la sie1nbra, los platos de cultivo 

se incubaron con 5 µI del ho1nogenado. 
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Homogenado de cápsulas 

Para la preparación de los homogenados de cápsulas, se fijó la cadena 

ganglionar sobre un plato de silicón con inedia de cultivo. Se abrieron los 

ganglios,. se extrajo el paquete de neuronas completo y se cortaron los nervios 

conectivos y las raíces. La cadena con las cápsulas vacias se lavó con una 

solución, de tritón 0.2o/o por 1 h. Las cápsulas se separaron de los conectivos 

y se transfirieron a 50 µ1 de la solución con los inhibidores de proteasas antes 

descrita, en la que se ho1nogeneizaron. El resto del procedi1niento fue igual 

que para el homogenado crndo. La cantidad de proteína en estos 

homogenados fue de 0.17 µg/µI. determinada por el método de Bradford. 

Como substrato se utilizaron Sµl del ho1nogenado de cápsulas. 

C~uant{ficación del patrón de crec.:in11e1110 

El patrón de crcci1niento de las células AP se analizó cuantitativatnente 

1nidiendo la longitud total de sus neuritas cada 12 h~ el nú1nero de puntos de 

rmnificación y el nútnero y la distribución de las neuritas principales. Para 

ello se to1naron ünágenes digitales n1ediante un analizador de itnágenes y se 

ahnacenaron en disco para su procesainicnto. Para el análisis de la longitud 

total de crecimiento, los puntos de ra1nificación y el núinero de neuritas 

principales> se midieron estas variables., cada doce horas, y se graficaron en 

función del tie1npo. Para el análisis de la distribución ncurítica~ se tnidió el 

ángulo en que crecieron las neuritas principales y se graficó la densidad de las 

neuritas en función de estos ángulos. Para esto se totnó una de las neuritas 

co1no referencia y su orientación se definió corno cero grados (Fig. 3A). La 

orientación de ta siguiente neurita se 1nidió siguiendo el sentido contrario de 
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Figura 3 - Método de 1nedición de la distribución de las neuritas pri1narias. 

A) Una neurita se tomó como referencia y a partir de ella se midió el ángulo 

1113.s pcqucilo a la siguiente~ en el sentido opuesto a las manecillas del reloj. 

B) En caso de haber 1nás de dos neuritas~ se tomó et ángulo más pequeño 

para definir la referencia .. que fue común para todas las mediciones. 
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las manecillas del reloj. Cuando se generaron tres o más neuritas se tomó 

como referencia Ja neurita que creció con el menor ángulo con respecto a 

cualquier otra; a dicha neurita se le asignó un valor de cero grados y la 

orientación de las siguientes neuritas se midió siguiendo el sentido contrario 

de las manecillas del reloj (Fig. 3B). Los datos se expresaron como 

histogramas de distribución a intervalos de 20 &>radas. A partir de éstos se 

hicieron los ajustes binomiales a las distribuciones rnediante el prograrna 

PSTAT (Axon Instruments, INC.). 

Dinántica de neuronas en crecinliento 

Para analizar Jos patrones de crecimiento de rnanera detallada, varias 

neuronas se sometieron a un sistema de t,>rabación periódica, diseñado a partir 

de un analizador digital de imágenes. Este sistema se instrurnentó generando 

una función macro en et analizador de imágenes. El rnacro activa una serie de 

comandos para gravar en la computadora la imagen digital de una preparación 

del microscopio. Primero. un comando genera una señal de 5 voltios en uno 

de los puertos de Ja tarjeta del programa. esta scfial activa un relevador que 

enciende la lámpara del microscopio por cinco segundos (tiempo en el que se 

estabiliza la intensidad de la luz). Posteriormente se activa otro cornando que 

adquiere y grava digitahnentc la imagen. Al final de este periodo se apaga la 

lámpara del rnicroscopio. Otro comando mantiene en espera a la co1nputadora 

el tiernpo necesario para reiniciar cada dos 1ninutos o a intervalos 

progra1nabJes. De esta 1nanera, cada dos 1ninutos y durante J 2 h se 

registraron irnágencs de las neuronas en crecimiento (Fig. 4). Estas imágenes 

se procesaron digitahncnte para 1nejorar su calidad. 
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Figura 4 - Sistema analizador de iméigenes. Las imágenes obtenidas al 

tnicroscopio fueron captadas por una cámara eco.. digitalizadas y 
almacenadas en disco. Para registros periódicos,, la computadora controló el 

encendido de la luz mediante la activación de un relevador. Las secuencias de 

i1nágeneS fueron compactadas y gravadas en video mediante un codificador. 
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Para su procesado. otra función macro restauró secuencialmente cada 

imagen, la contrastó y resaltó digitalmente algunos detalles. Las imágenes 

procesadas se editaron en un video en el que pasan secuenciahnente a una 

frecuencia de dos por segundo. En la película se observó el crecilniento de la 

neurona en un tiempo que permitió percibir los cambios más i1nportantes. 

Con este sisterna de grabación periódica se registraron paso a paso las etapas 

del crecimiento. lo que fue ftmdarnental para su estudio detallado. 

Detenninación de los componentes de la n1atriz extrace/ular 

Los perfiles protéicos de los homogenados crndos del SNC y de las 

cápsulas ganglionares. fueron analizados por electroforesis en geles de 

poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS; Laemmli, 1970). Se 

utilizó un gel en gradiente del 3% al 1 Oo/o, en el que se resolvieron bandas de 

100 a 1,000 kDa. Los homogcnados trunbién se trataron con ditiotreitol 

(DTT) 0.066 M. para separar las subunidades polipetidicas. Se usaron 

marcadores de peso molecular de 14.3 a 200 k.Da (Gibco), larninina de ratón 

(Boehringer-Mannheim) que tiene un peso molecular de 900 kDa y sus 

polipéptidos que después de la reducción con DTT pesan 220, 230 y 400 

kDa. La electroforesis se realizó en una cámara para geles verticales 

(Hoefer). Los geles se tiñeron con un cornpuesto fluorescente con capacidad 

de detección de 7 a 2 ng de proteínas por banda (SYPRO, Molecular Probes). 

El gel se iluminó con tma lámpara de luz ultravioleta y se fotografió con 

una cámara polaroid con película blanco y negro. Posteriormente~ la iinagen 

se digitalizó y se procesó con el editor de imágenes photofinish (Zshoft, Co.). 
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Registro." electrofisiológicos 

Con el objeto de asegurar la identidad y las condiciones de salud de 

muchas de las células se realizaron registros intracelulares. La :formación de 

las sinapsis entre Jos pares N-AE se estudió mediante registro intracelular 

simultáneo de ambas células. Antes del re&'1stro~ Ja concentración e:ictraceluJar 

de calcio se awnentó a 10 mM para incrementar la transmisión en las posibles 

sinapsis químicas en Jos pares de células. Los microelectrodos se formaron 

estirando tubos capilares de 1 mm de diámetro con un estirador de 

micropipetas (Sutter Instrument, Co. Modelo P-97), con los parámetros 

necesarios para tener puntas con resistencias de 20 MO al llenarlos con KCI 

JM. 

Los registros se hicieron mediante Wl prearnplificador marca Almost 

Peñect EJectronics (Basilea, Suiza). Los protocolos de estimulación 

consistieron en la inyección de corriente a las células N o AE y el registro de 

actividad eléctrica en su pareja. Los re&Tjstros se almacenaron y se analizaron 

con el programa PCLAMP5 (Axon lnstruments, !ne.) para adquisición de 

datos y una tarjeta Lab Master DMA (Scientific Solutions, !ne.) integrada a 

una computadora personal. 
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VI - RESULTADOS 

PARTE l. INFLUENCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LOS 

PATRONES DE CRECIMIENTO DE NEURONAS AP 

Para llevar a cabo la caracterización cuantitativa de los patrones de 

crecimiento neurítico de células AP en cápsula ganglionar, Jaminina y 

homogenado crudo del SNC, se midió la longitud total de crecimiento 

neurítico, la cantidad de puntos de ramificación y el número y distribución de 

las neuritas principales. También se analizó la formación del patrón de 

crecimiento mediante un sistema de registro periódico. 

Crecimiento de las células AP sobre la cápsula ganglionar 

El patrón de crecimiento de las células AP en cápsulas ganglionares fue 

como el reportado por Fernández de Miguel ( 1997). El patrón para las células 

AP consistió en dos neuritas principales, orientadas en sentidos opuestos, 

mientras que las células de Retzius, regeneraron múltiples neuritas en varias 

direcciones, con puntos de ramificación. La figura 5 muestra una célula AP 

(A) y una célula de Retzius (B) que crecieron en Ja cara inten1a de una 

cápsula ganglionar. Ambas células regeneraron patrones de crecimiento 

dependientes de su identidad neuronal. Estos patrones tainbíén fueron 

diferentes de Jos que presentaron sobre Ja.minina o Con A (Femández de 

Miguel, 1997). El efocto de las cápsulas ganglionares en el patrón de 

crecimiento de las células AP fue especifico de la matriz extracelular de Ja 

cara interna de la cápsula,. o sea la que queda en contacto directo con el 

sistema nervioso. Esto se demostró al comparar Jos patrones de crecimiento 

26 



Figura 5 - Patrón de crecimiento de células AP (A) y de Retzius (B) en 

cápsula ganglionar. El patrón de las células AP consistió en neuritas (por lo 

general dos) dirigidas a extremos opuestos (señaladas por las flechas). El 

patrón de las células de Retzius consistió en múltiples neuritas en distintas 

direccioi-aes (señaladas por las flechas) con puntos de ramificación (señaladas 

por las puntas de flecha). Escala= 50 micrómetros. 
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de células AP sembradas en ambas caras de las cápsulas ganglionares. 

Mientras que las células sembradas en la cara interna de la cápsula mostraron 

el patrón ya descrito (n=7), consistente en neuritas en sentidos opuestos (Fig. 

6A), las células AP sembradas en la cara externa se adhirieron pero 

extendieron múltiples proyecciones, algunas de las cuales fueron gruesas y 

planas. aunque sin ramificaciones (Fig. 68). Las células en las figuras 6A y 

68 fueron inyectadas con amarillo Lucifer para comparar sus patrones de 

crecimiento con el de neuronas en el organismo,. en el día 9 de desarrollo 

embrionario (Fig. 6C). 

Las neuronas identificadas después de ser aisladas y cultivadas en Con 

A. regeneraron proyecciones neuriticas (Chiquet y Acklin. 1986; 

Grumbacher-Reinert, 1989). Para las neuronas AP cultivadas en Con A. esta 

regeneración consistió en muchas neuritas cortas, curvas y muy ramificadas. 

La figura 7 1nuestra un ejemplo de la regeneración de una de estas neuronas 

minutos después de que se se1nbró en Con A. El crecimiento de esta neurona 

alcanzó superficies considerables antes de tres horas. Como se puede ver en 

la figura, las neuritas crecieron preferencialmcnte del tallo neuritico. Primero 

se generaron neuritas, en cuyas puntas se extendieron y retrajeron 

continuamente finos filopodios. En algún momento la neurita se bifurcó y 

aparecieron filopodios nuevos en las puntas. Después de un tiempo la neurita 

fue invadida por citoplasma neuronal, que la engrosó. Aparecieron nuevas 

neuritas en los bordes, y continuaron creciendo y bifurcándose. 

Eventualmente el crecimiento se dio en f'onna de )amelas con conos de 

creci1niento y filopodios en sus puntas. 

28 

-----------~------~·----·~--------.. --



Fi&'ltra 6 - Patrones de crecimiento de las células AP en distintas condiciones. 

Las células fueron inyectadas con amarillo Lucifer y observadas bajo 

fluorescencia. A) La célula sembrada en eJ interior de Ja cápsula. muestra 

ramas en cxtrernos opuestos (ser1aJadas por flechas); B) La célula fue 

sembrada en Ja cara exten1a de Ja cápsula y muestra un patrón distinto al de Ja 

célula en A. con múltiples procesos lamelares; C) Célula embrionaria en el 

día 9 (lomada de Gao y Macagno. 1987). esra célula muestra un patrón 

similar a la célula en A. A y B Tueron procesadas digitalmente. 
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Figura 7 - Fotos en diferentes tiempos de una neurona Pagoda Anterior (AP) 

sembrada en Con A. A los diez minutos en cultivo fue posible detectar 

algunas neuritas (señaladas por la flecha). A lo largo del tiempo se observó la 

fonnación de puntos de ramificación y el crecimiento de conos !amelares con 

filopodios en los bordes. 
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La figura 8 muestra los patrones de crecimiento de las células AP y de 

Retzius sobre diferentes substratos. Las imágenes se tomaron después de 36 h 

de crecimiento. El patrón de crecimiento varió de un sustrato a otro y de un 

tipo celular a otro. Las células AP en Con A regeneraron muchas neuritas 

muy ramificadas,. cortas y curvas (Fig. 8A),. mientras que las células de 

Retzius regeneraron una gran !amela a partir del tallo neuritico (Fig. 8B). En 

laminina,. ainbas neuronas generaron neuritas menos ramificadas,. largas,. y 

más rectas (Fig. 8C y 80). Estos patrones son similares a los descritos 

previamente (Chiquet y Acklin, 1986; Grumbacher-Reinert, 1 989). 

Crecin1ien10 de las células AP en hon1ogenados de SNC' 

Como primera etapa para explorar qué componentes de la 1natriz 

extracelular producen el patrón de crecimiento característico de las neuronas 

AP en cápsulas ganglionares, intentaJllos reproducir este patrón de 

crecimiento en homogenados sometidos a tritón de SNC. Las figuras 9 y 10 

muestran series de imágenes de células AP, tomadas a diferentes intervalos 

de tiempo. En el curso de su crecimiento, estas neuronas generaron dos ramas 

principales orientadas en sentidos opuestos. El patrón de crecimiento en estas 

condiciones se reprodujo en 3 neuronas y fue similar al de las neuronas AP en 

cápsulas ganglionares. Otras neuronas en este sustrato presentaron algunas 

variantes en su patrón de crecimiento. La célula que se muestra en la serie de 

imágenes de la fib>ura 1 1 A, presentó dos neuritas principales orientadas en 

sentidos opuestos (señaladas por flechas), pero estas se ramificaron. Estas 

variantes pudieran ser también el producto de la interacción de las 

células ·con el plástico o vidrio en el que fueron sembradas. Por esa 



AP Rz 

Con-A 

Laminina 

Figura S - Patrones de crecimiento de células de AP y Retzius en Con A y 

taminina de sanguijuela. Estos patrones son similares a los ya descritos 

(Grumbacher-Reinen, 19&9). Los patrones son dependientes tanto de la 

identidad celular como del substrato. Escala= 50 micrómetros. 
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Figura 9 - Célula AP que creció en ho1nogcnado total. El patrón de 

crecimiento muestra dos neuritas principales. El tiempo en cultivo se muestra 

en la parte inferior derecha de cada imagen. A Las 48 horas, la célula 1nuestra 

una sola raitla que a las 72 horas se bifurcó. La misma célula a tas 96 horas 

desarrolló dos ramas. La bifurcación que se observaba a las 72 horas 

aparentemente ha desaparecido y han surgido nuevas ramas (una de ellas está 

señalada por una flecha). A las 108 horas hubo absorción de ramificaciones y 

prevalecen dos ramas principales (señaladas por flechas). 
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Figura 1 O - Célula AP que creció en el homogenado total con dos neuritas 

principales orientadas en sentidos opuestos (seilaladas con flechas a las 72 y 

84h). El patrón muestra similitudes con el de la célula en la figura 9. 
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B e 

Figura 1 1 - A) Célula AP que creció en el ho1nogenado total con dos neuritas 

ra1nificadas. Imágenes tomadas a 12,. 36,. 60 y 84 h. Las flechas muestran las 

neuritas principales; B y C) células AP en plástico y en vidrio 

respectivamente. Los patrones de crecimiento fueron distintos a los descritos 

en homo"genados o cápsula. 



razón, se sembraron células AP en plástico y en vidrio y se registraron sus 

patrones de crecimiento. Las figuras l IB y 1 JC muestran el crecimiento de 

dos células AP colocadas directamente sobre el plato de cultivo. Aquí el 

crecimiento se dio en las primeras doce horas y después las células ya no 

crecieron más, armque se mantuvieron en buenas condiciones por varios días. 

El patrón de crecimiento de las células tanto en vidrio como en plástico fue 

diametralmente distinto al de las células en cápsulas o en homogenados y más 

bien se pareció al de las células se1nbradas en Con A. 

Curso temporal de crecinlienlo 

La latencia del inicio del crecimiento neurítico de neuronas sembradas 

sobre cápsulas ganglionares o sobre hornogenados crudos del SNC fue de uno 

a días, lo que contrasta con el crecirniento en larninina, en donde por lo 

general, el crecimiento se inició entre O y 24 h. Al considerar la irnportancia 

de este hecho para poder a&'Tilpar las células y cuantificar el patrón de 

crecimiento, la tasa de crecimiento .6L/6t (donde Les la Jonbritud neuritica) en 

períodos de 12 horas, se graficó en función del tiernpo para neuronas AP 

sernbradas en homogenados crudos de SNC. Como se puede ver en la figura 

12, para latencias entre O y 36 horas, las tasas de crecimiento fueron muy 

similares. Una célula (Fig. 120) que empezó a crecer a las 60 horas. mostró 

una tasa inicial muy rápida seguida de Wla tasa negativa, que indica retracción 

neurítica. Por esta razón se eliminó esta célula de los análisis posteriores. 
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Figura 12 - Tasa de crecimiento de neuronas AP que se sembraron en la 

cápsula ganglionar. e = célula uno; • = célula dos. A) la latencia fue entre O 

y 12 horas; B) la latencia fue entre 12 y 24 horas; C) la latencia fue entre 36 y 

48 horas; O) latencia de 60 horas. 
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Andlisis cuantitativo del patrón de crecimiento 

Con el objeto de probar si el patrón de crecimiento de las células AP 

en homogenados reproduce al de las cápsulas,. se llevó a cabo un análisis 

cuantitativo del patrón de crecimiento de estas células en cápsulas,. 

hornogenados y extractos de laminina. Se consideraron como parámetros la 

longitud neurítica total,. el número de puntos de ramificación,. el número de 

neuritas y su distribución. La figura 13 muestra la longitud total de las 

neuritas de las células AP en los diferentes substratos. En laminina (n=8) el 

creciiniento fue hasta cinco veces 1nayor que sobre la cápsula,. 1nientras que 

en el homogenado crudo (n=8) y en las cápsulas (n=7). las tasa de 

crecimiento fueron semejantes entre si. Por ejemplo, \a longitud media a las 

36 h en cultivo en laminina fue de 1,585.07±299.68 ~un (error típico), en 

cápsula ganglionar fue de 279.42±64.69 µm y en el homogenado crudo fue de 

301.01±105.87 µm. 

El número de ramificaciones tainbién fue mucho tnayor en laminina que 

en cápsulas o sobre el homogenado crudo del SNC (Fig. 14). A las 36 h de 

crecimiento se generaron 66± 15.56 puntos de ra1nificación sobre laminina,. 

3.57±1.07 puntos de ramificación en la cápsula ganglionar y 6.75±2.13 

puntos de ramificación en el homogenado crudo del SNC. 

Como tercer parámetro se cuantificó e\ número de neuritas en los tres 

substratos (Fig. 15). De nuevo el número de neuritas principales en la 

laminina es mayor que en la cápsula ganglionar y en el hornogenado crudo del 

SNC. A las 36 h de crecimiento en laminina hubo 6.12±0.69 neuritas; en 
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Figura 13 - Longitud total de crecimiento en función del tiempo de células AP 

sernbradas en diferentes substratos. En laminina (círculos) fue hasta cinco 

veces mayor que en la cápsula, mientras que en el homogcnado crudo 

(triángufos) y las cápsulas (cuadrados) fue semejante. 
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Figura 14 - Número total de puntos de rarnificación en función del tie1npo de 

células AP sernbradas en diferentes substratos. En laminina (círculos) fue 

mucho 1nayor que cuando se sembraron en las cápsulas (cuadrados) o en el 

homogenado crudo (triánb'lllos). 
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Figura l 5 - Número de neuritas principales en función del tiempo de células 

AP se1nbradas en diferentes substratos. En lantinina (círculos) el número de 

neuritas primarias fue mayor que en las cápsulas (cuadrados) y en los 

homogenados crudos (triángulos). 
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cápsula ganglionar hubo 2.57±0.29 neuritas y en el homogenado crudo del 

SNC hubo 2.25±0.36 neuritas. 

Las simiJitudes entre los patrones de crecimiento de células AP en 

cápsulas y homogenados sugieren que los homogenados contienen los 

factores responsables de este patrón. Para docwnentar estas similitudes con 

mayor exactitud,. hicimos un análisis de la distribución de las neuritas en la 

periferia de la neurona. A las 36 h de crecimiento en larninina,. las neuritas 

principales se distribuyeron en todo el entorno de la neurona (Fig. 16A),. 

mientras que en la cápsula ganglionar las neuritas se distribuyeron en dos 

poblaciones orientadas en sentidos opuestos con un ángulo de separación de 

158.4 grados y una desviación típica de 28.78 (Fig. 168). En el homogenado 

crudo, las neuritas se distribuyeron con una separación de 113.45 grados con 

una desviación típica de 40.43 (Fig. l 6C). 

Etapas en laformación del patrón de crecimiento 

Las observaciones iniciales del crecimiento de neuronas AP en 

cápsulas ganglionares mostraron una proliferación neuritica extensa. durante 

las primeras horas. que dio lugar a dos neuritas. Para explorar si esta 

dinámica se debe a la eliminación o a la fusión neuritica. se hicieron estudios 

del crecimiento mediante la toma periódica de imágenes. 

La formación del patrón morfológico de crecimiento de las células AP. 

en los substratos nativos. mostró varias etapas: en la primera. hubo 

producción de n1últiples neuritas en varias direcciones. Más adelante. se 

retrajeron o se fusionaron dando lugar a las dos o tres neuritas finales que 
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Figura 16 - Distribución de las neuritas principales de células AP. A) A las 36 

horas de crecimiento, en laminina las neuritas se distribuyeron en todo el 

entorno de la neurona. mientras que en la cápsula (B) y el homogenado crudo 

(C) se presentaron dos poblaciones de neuritas. 



extendieron hacia los polos opuestos. La figura 17 muestra una serie de 

imágenes a intervalos de 19 minutos,. de una célula AP que creció en 

homogenado crudo del SNC. En las etapas tempranas se formaron ramas 

colaterales. Las flechas muestran la reabsorción de dos neuritas 

aparentemente por la bifurcación de la punta de la neurita principal. Estas 

rrunas mostraron una tasa de crecimiento similar que la rama madre. Más 

adelante ocurrió la reabsorción de algunas de estas ramificaciones, pero otras 

continuaron creciendo y explorando el sustrato. En la figura se observa la 

reabsorción de dos de las ramas, marcadas por flechas. A las 72:45 comenzó 

la reabsorción de la rama señalada con una punta de flecha. La flecha 

horizontal señala un objeto de referencia estático en el plato de cultivo. En el 

curso de 3.5 h esta rama se reabsorvió completamente. La flecha curva señala 

otra rama que inició su reabsorción a las 73:04 h. Como se observa en la 

figura, la absorción de rrunas colaterales dio lugar a una neurita que creció en 

linea recta. 

Determinantes del patrón morfológico de crecinliento 

Los elementos de la matriz extracelular en las cápsulas ganglionares,. 

determinaron un patrón de crecimiento bien definido para las células AP. Este 

patrón fue diferente al que se generó en lruninina,. pero similar al generado en 

el SNC en el organismo. Para analizar la posible naturaleza proteica de los 

componentes de la matriz que inducen este patrón,. se trataron las cápsulas 

ganglionares con diferentes proteasas y se obtuvo el perfil electroforético de 

los homogenados de las cápsulas ganglionares y de los hornogenados crudos. 

En primer lugar la tripsina,. que corta enlaces peptidicos a un lado de los 
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Figura J 7 - Dinámica de crechniento y retracción neuríticas en una célula AP. 

En una etapa de la formación del patrón moñológico se producen múltiples 

neuritas en varias direcciones (72:45 h). Posteriormente varias de estas 

neuritas se rcabsorvieron pero otras continuaron creciendo y explorando el 

substrato. La punta de flecha y la flecha curva señalan la reabsorción de dos 

neuritas· y la flecha horizontal 9 un punto de referencia estático. 
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aminoácidos lisina o arginina, previno la adhesión y el crecimiento de las 

células AP en las cápsulas ganglionares (n=7). Y la colagenasa-dispasa. que 

es una mezcla de proteasas que degradan colágena y de proteasas 

inespecíficas. permitió la adhesión de cinco neuronas y el crecimiento de tres 

(n=S). La adhesión de estas neuronas fue característica. ya que ésta se 

presentó únicamente en las puntas de las neuritas (tabla 2 y figura 18; 

Comunicación personal de Femández-de-Miguel, F. y C. Salvador). 

En segundo lugar, se obtuvo el perfil electroforético del homogenado 

de las cápsulas ganglionares y del homogenado crudo del SNC en geles de 

poliacrilamida (SDS-PAGE). En geles en gradiente del 3% al 10% quedaron 

incluidas proteínas en el intervalo de 100 a 1,000 kDa. La fib>ura 19 muestra 

un gel representativo. Los carriles de los homogenados de las cápsulas 

mostraron 22 bandas. Cuando los homogenados se trataron con ditiotreitol 

(DTT) para desensamblar las subunidades de las proteinas. aparecieron 16 

bandas por carril. La disminución en el número de bandas posiblemente se 

debió a que algunas subunidades resultaron muy pequeñas y salieron del gel o 

a la sobreposición de bandas. De las proteínas reveladas en la electroforesis 

resulta evidente la laminina de la sanguijuela con unos 1,000 kDa (carriles 1 y 

3) y en los carriles tratados con DTT (carriles 2 y 4) sus subunidades de 340 

y 220 kDa. señaladas con flechas en la figura. El interés del homogenado 

crudo consistió en que las células AP crecen igual que en los homogenados 

de cápsulas y ambos patrones de crecimiento son similares a los de las 

cápsulas ganglionares. Además en el homogenado crudo del SNC se obtuvo 
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Tabla 2 - Efecto del tratamiento enzimático de las cápsulas ganglionares 

sobre la adhesión y el crecimiento de células de Retzius y AP. 

TRATAMIENTO ADHESIÓN CRECIMIENTO 
ENZIMATICO AP Rz AP Rz 

TRIPSINA o o o o 
(n=7) (n=18) (n=7) (n=18) 

COLAGENASA- 5 4 3 1 
DISPASA (n=5) (n=4) (n=5) (n=4) 

Figura J 8 - Crecimiento de una célula AP en una cápsula ganglionar que fue 

tratada con colagenasa dispasa. Las neuronas permanecieron adheridas de las 

puntas de las neuritas y a partir de ellas crecieron. El resto de la neurita y el 

soma nO se adhirió a la cápsula. 
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más protelna (2.37 mg/ml) que en los homogenados de las cápsulas 

ganglionares (0.17 mg/ml). 
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Figura 19 - Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente del 3o/a al 

lOo/o de homogenados del sistema nervioso central de la sanguijuela Hirudo 

niedicina/i.fi. En los carriles 1 y 2, la laminina de ratón con y sin ditiotreitol 

(DTT), sirve como marcador de peso molecular. El homogenado total del 

SNC se corrió en los carriles 3 y 4. Los homogenados de las cápsulas en los 

carriles 5 y 6. En los carriles 4 y 6 los homogenados se han tratado con DTT. 

Las flechas señalan a la laminina de la sanguijuela y a sus subunidades. 
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PARTE 11. INFLUENCIA DEL SUBSTRATO EN EL CRECIMIENTO Y 

FORMACIÓN DE SINAPSIS EN NEURONAS CULTIVADAS 

Los efectos múltiples de Ja matriz extracelular en la proliferación 

neuritica y el crecimiento dirigido, sugirieron la posibilidad de que ~I 

substrato pudiera también influir en el tipo de sinapsis formada entre neuronas 

cultivadas. Las neuronas sensoriales N y Jas motoneuronas AE. que en el 

animal fonnaron una sinapsis química, mediadora de un reflejo 

monosináptico, resultaron atractivas para este estudio. ya que al ser 

sembradas en cultivo sobre Con A, forman una sinapsis eléctrica recttficante. 

Por esas razón, resultó interesante explorar si Ja causa del uerror"' seria la 

ausencia del substrato adecuado. Para este estudio. se sernbraron neuronas 

individuales y pares de neuronas N y AE en Con A y cápsulas y se 

compararon Jos patrones de crecimiento. Los atributos sinápticos se 

estudiaron 1nediante reL,,..¡stro intracelular. 

Patrón de crecin1ien10 de neuronas so/as N y AE sobre cápsula ganglionar y 

Concanavalina A 

Como primer paso~ se analizaron los patrones de crecimiento de runbos 

tipos celulares. La figura 20 muestra como las células N y las motoneuronas 

AE al ser sembradas sobre Con A o en Ja cara intema de la cápsula~ 

presentaron patrones de crecimiento dependientes de su identidad celular y 

del sustrato. Estos patrones de crecimiento fueron distintos y contrastantes en 

los dos substratos. Para las células N el patrón de crecimiento en las cápsulas 

ganglionares ya fue descrito (Femández de Miguel, 1997) y consistió en 
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Figura 20 - Patrón de crecimiento de células N y AE. A y C) Crecimiento 

sobre la cápsula ganglionar de las células N y AE. B y D) Crecimiento sobre 

Con A de las células N y AE. El asterisco señala la ubicación del tallo 

neuritico y las flechas señalan al!,7Unas de las neuritas y conos de.crecimiento. 
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neuritas finas con pocos puntos de ramificación (Fig. 20A). Algunas 

neuritas presentaron conos de crecimiento esféricos. En estas células, las 

neuritas crecieron a partir del proceso primario. Las células N en Con A no 

crecieron, aunque se mantuvieron saludables, como lo mostraron Jos registros 

intracelulares. Sólo algunas neuritas cortas con fonna lamelar crecieron en 

dos de veinte células después de 24 h en cultivo (Fig. 208). Las células AE 

sembradas en la cápsula ganglionar no crecieron o crecieron muy poco (Fig. 

20C). Sin embargo, células AE sembradas sobre Con A crecieron 

profusamente (Fig. 200) y generaron una lmnela extensa en las primeras 

horas en cultivo. Posterionnente se generaron neuritas finas, cortas y muy 

ramificadas. Las neuritas se extendieron en forma de abanico con una 

cobertura de 217. 74±36. 14 grados de un extremo al otro. Gran parte del 

crecimiento de estas neuronas ocurrió durante las primeras 12 h en cultivo. 

Crecimiento de pares de neuronas N y AE 

La ausencia de crecimiento de las células AE se revinió cuando se 

colocaron pares de células N y AE sobre la misma cápsula. En estos casos las 

neuronas N y AE crecieron con múltiples neuritas en las primeras 12 h. Las 

neuritas de las células AE se extendieron en varias direcciones y muchas de 

ellas hicieron contactos con neuritas de las células N. La figura 2JA muestra 

un par de neuronas N y AE en el cual las neuritas emergieron de mnbas 

células. El efecto inductivo del crecimiento se presentó en cada par de células 

probado (n=l2). Para conocer la especificidad de este fenómeno, se 

colocaron pares homólogos de neuronas AE en la misma cápsula. En cinco 

pares, ninguna neurona creció. Cuando se colocaron pares de neuronas N y 
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Figura 21 - Efecto inductivo del crecimiento de la matriz extracelular en las 

cápsulas ganglionares. A) Las células AE crecieron en la cápsula ganglionar 

inducidas por la vecindad de las células N. Las flechas sei\alan neuritas de la 

célula AE. B) La inducción fue especifica sobre las células AE en la cápsula 

ganglionar9 ya que no se presentó sobre las células N en Con A. El asterisco 

seftala lá posición del tallo neurítico de la célula N. 
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AE sobre Con A.,, ambas neuronas presentaron el patrón de crecimiento 

descrito para las neuronas solas. Como se muestra en la figura 21 B, sólo las 

neuronas AE crecieron. 

Formación de sinapsis entre neuronas N y AE 

Todos los pares neuronales se1nbrados sobre la cápsula ganglionar 

formaron sinapsis eléctricas rectificantes. La corriente despolarizante o 

hiperpolarizante en la célula N se propagó a la célula AE. La figura 22 

muestra que la corriente despolarizante inyectada en la célula N, fue seguida 

por una despolarización en la célula AE. El cambio de voltaje en la célula AE 

mostró un curso temporal similar al de la célula N. Asimismo, la corriente 

hiperpolarizante inyectada en la célula N fue seguida por una 

hiperpolarización en la célula AE. En contraste, sólo la inyección de corriente 

hiperpolarizante a la célula AE originó una respuesta en la célula N. Estas 

respuestas fueron similares en seis pares de células N-AE, aún cuando la 

concentración extracelular de magnesio se incrementó a 1 O mM o el calcio se 

sustituyó por magnesio. Las características de esta sinapsis fueron sitnilares a 

las de la sinapsis establecida en Con A (Vickickly y Nicholls, 1988). 

Para probar si la sinapsis química se desarrolla a tiempos más largos, 

se hicieron registros intracelulares entre dos y nueve días en cultivo. En este 

periodo las características de ta sinapsis permanecieron inalteradas y t3111poco 

se afectaron cuando nuevamente el calcio se sustituyó por magnesio en el 

medio de cultivo. 
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Figura 22 - Sinapsis eléctrica rectificante fonnada por las células N y AE en 

cultivo sobre Ja cápsula ganglionar. En los registros N-AE,. tanto la corriente 

despolarizante como la hiperpolarizante inyectada en la célula N. generan un 

cambio de potencial en la célula AE. En los registros AE-N. solo la corriente 

hiperpolarizante inyectada en la célula AE. genera un cambio de potencial en 

la célula 
0

N. 



VII - DISCUSIÓN 

Los patrones de crecimiento desarrollados en cápsulas ganglionares, 

homogenados crudos de SNC, laminina de sanguijuela y Con A, fueron 

característicos y reproducibles para cada tipo neuronal. Algunos de estos 

patrones ya habían sido descritos, sin embargo, este trabajo aporta 

información novedosa acerca de los mecanismos que dan lugar a estos 

patrones así como de las caracteristicas bioquímicas de los co1nponentes de la 

matriz extracelular que los promueven. Los parámetros definidos para 

cuantificar Jos patrones de crecimiento probaron ser convenientes para esta 

caracterización y mostraron que el patrón de crecimiento de las células AP en 

homogenados crudos reproduce al de las cápsulas ganglionares. La 

distribución angular de las neuritas resultó ser definitiva para de1nostrar las 

similitudes entre estos patrones. Otras variables co1no la fasciculación 

cambiaron de 1nanera evidente por las condiciones expeómentales impuestas,. 

no obstante, su cuantificación requiere la instrwnentación de técnicas distintas 

a las utilizadas en el presente estudio. 

Como parte de este estudio desarrollamos un sistema de registro 

periódico. Este sistema permite tener un método adecuado para el estudio de 

los patrones de crecimiento. Con él hicimos un análisis detallado del 

crecimiento al registrar a la neurona,. paso a paso,. durante periodos 

prolongados. La captura de imágenes mediante la computadora tiene las 

ventajas de la precisión y el ahorro de tie1npo. Además las imágenes 

digitalizadas se pueden procesar para mejorar la calidad y apreciar los 
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detalles de interés. Uno de estos detalles es la dinámica del cono de 

crecintiento. El cono de crecimiento, que es la punta de una neurita en 

crecimiento (Fig. 7), se compone de una lamela con múltiples filopodios en 

sus bordes que se extienden y se retraen continuamente. La fineza y rapidez 

con que ocurren estos movimientos no podría estudiarse con observaciones a 

intervalos de tiempo largos. El sistema de registro periódico permitirá 

profundizar el estudio de estos detalles y cómo se generan los patrones de 

crecimiento en los sustratos probados. 

Efecto del substrato en el patrón de crecimiento 

En cápsulas ganglionares y homogenados crudos, el patrón de 

crecimiento de las células AP fue se1nejante al que se desarrolla en el 

embrión (Gao y Macagno, 1987). La dinámica de la fonnación del patrón de 

crecimiento en cultivo incluye el alargamiento y la reabsorción de neuritas 

preswniblemente supernumerarias. Lo anterior sugiere que son varios los 

elementos de la matriz extracelular que participan de manera concertada en la 

detenninación de la morfología neuronal en el SNC. 

La similitud entre los patrones de creci1niento de las células AP.. en 

cápsulas ganglionares y homogenados crudos del SNC,. pennite suponer que 

los homogenados contienen los factores responsables de inducir y modular 

este patrón. En cápsulas y en el homogenado crudo la longitud de creci1niento 

resultó ser hasta cinco veces menor que en la laminina. Aunque en cápsulas 

logramos detectar cierta fasciculación., esta no sería suficiente para explicar 

las diferencias. La rainificación sobre la laminina fue hasta diez veces mayor 

que en las cápsulas o los ho1nogenados. Lo anterior sugiere que la 

modulación del crecilniento pudiera incluir una inhibición de la extensión y 



ramificación de las neuritas. Además la matriz extracelular parece inducir la 

sintesis de moléculas de adhesión celular en la superficie de las neuritas, lo 

que llevarla a su fasciculación (Femández de Miguel, 1997). 

La distribución neuritica de las células AP que crecieron en cápsulas y 

homogenados crudos sugiere que la interacción de Ja células con la matriz 

extracelular modula la toma de decisiones acerca de la direccionalidad de las 

newitas. Este mecanismo pudiera incluir la organización del citoesqueleto en 

la zona donde se origina el crecimiento. Las diferencias encontradas entre los 

grupos de células sembradas en cápsulas y en homogenados pudiera deberse 

a la influencia del plástico o del vidrio en el patrón de las células sembradas 

en los homogenados. Los patrones de crecimiento de las células AP en 

plástico y vidrio,. mostrados en la figura l J ,. apoyarían esta suposición. 

El que en el homogenado crudo se reproduzca el patrón de crecimiento 

de las cápsulas y del SNC, da la posibilidad de estudiar cuáles son los 

elementos del sustrato que participan en este fenómeno. Los resultados del 

tratamiento de las cápsulas ganglionares con tripsina, sugiere que los 

elementos de la rnatriz extracclular que rnedian la adhesión y el crecimiento 

de las células AP son moléculas de naturaleza protéica. La colágena parece 

no intervenir en estos procesos. El c.fecto característico de la mezcla de 

protcasas colagenasa y dispasa sugiere que la adhesión, en la punta de las 

neuritas y el resto de las neurita y el soma, puede estar mediado por 

moléculas proteicas diferentes y de nuevo,, aporta evidencia de la 

participación de varias o múltiples rnoléculas en la regulación del crecimiento 

neuritico. 
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El perfil electroforético de los homogenados de las cápsulas mostró un 

número limitado de bandas en el intervalo de 100 a 1,000 kDa. Entre estas 

bandas, la correspondiente a la laminina es evidente. El siguiente paso será. 

tratar de identificar el efecto individual de algunas de estas proteínas y su 

combinación en el patrón de crecimiento neurítico en neuronas cultivadas y 

en el embrión. 

Este trabajo se enmarca en un esquema general en el que se analiza 

cómo una neurona crece y se conecta correctatnente con sus blancos. Los 

resultados presentados aquí contribuyen al esquema con la caracterización 

cuantitativa de los patrones de crecimiento desarrollados en sustratos nativos 

y al presentar evidencia que muestra la posibilidad de conocer Jos elementos 

de la matriz extracelular que detenninan el patrón de crecimiento en el SNC. 

Estas evidencias son la reproducibilidad del patrón de crecimiento en las 

cápsulas ganglionares y en los homogenados en.idos y de cápsulas, y la 

posibilidad de aislar y conocer los elementos de la matriz extracelular que 

intervienen en este proceso. 

Jifec:to del substrato en laformación de sinapsis 

Las células N y AE presentaron patrones de crecimiento dependientes 

de su identidad y del sustrato en que fueron colocadas. Estos patrones fueron 

contrastantes para cada tipo neuronal, ya que las células N crecieron sólo en 

la cápsula. mientras que las células .AE lo hicieron sólo en Con A. Para 

muchas neuronas de la sanguijuela en cultivo, el creci1niento en Con A está 

mediado por el azúcar manosa en glucoproteinas de membrana (Chiquet y 

Acklin, '1986). La falta de crecimiento de neuronas AE en cápsulas 

ganglionares sugiere la ausencia de n10Jéculas promotoras del creciiniento que 
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unen manosa. En contraste, las células N no crecen en Con A pero si en la 

matriz extracelular de las cápsulas, lo que sugiere que puede ser otro azúcar 

el mediador de su crecimiento. 

Al sembrar una célula AE en la vecindad de una célula N, sobre la 

cápsula, ambas células crecieron. Esto indica un efecto aditivo de la matriz 

extracelular y el blanco en el crecimiento de las células AE. que por sí 

mismas no crecen sobre las cápsulas. La hipótesis planteada para la inducción 

del crecimiento entre estas células es que los co1nponentes de la matriz 

extracelular pueden inducir a la célula N a la liberación de factores atractores 

que activan el crecimiento de las células AE (Femández de Miguel, 1997). 

El papel de los sustratos nativos es detenninante en la morfología 

neuronal y en otros procesos tales como la inducción del crecimiento de las 

células AE y el crecimiento dirigido de las células de Retzius y AP. En este 

trabajo se probó si la matriz extracelular en las cápsulas, también podría 

detenninar la fonnación de la sinapsis química, semejante a aquella que 

forman las células N y AE en el organismo. Sin embargo, la sinapsis formada 

tanto en cápsulas como en Con A fue eléctrica rectificante (De-Miguel y 

Vargas, 1997). igual que en la Con A descrita por Vickickly y Nicholls 

( 1 988). Lo anterior sugiere que los mecanismos que regulan el crecimiento y 

la formación de las sinapsis son diferentes, al menos en este caso. 

Las causas de que estas neuronas Connan una sinapsis distinta a la del 

animal, al ser sembradas en cultivo, aún se desconocen. En muchas neuronas 

de la sanguijuela en cultivo, los atributos sinápticos dependen de la región de 

la membrana que establece contacto (Liu y Nicholls, 1989) .. En este caso, la 
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región de contacto, no afectó el tipo de sinapsis f"onnada. En el organismo, las 

células N fonnan si'napsis químicas con dif"erentes tipos de motoneuronas 

(Nicholls y Purves, 1970), pero en cultivo forman sinapsis eléctricas, mientras 

que las células AE fonnan sinapsis eléctricas con neuronas sensoriales al 

tacto y a la presión, tanto en el organismo como en cultivo. Por esta razón, 

parece más factible que las células AE estén dirigiendo la formación de la 

sinapsis eléctrica en cultivo. 

Pennanece aún sin resolver si la fonnación de la sinapsis eléctrica es 

un paso preliminar durante el desarrollo embrionario y qué detennina la 

formación de la sinapsis químicas. Una hipótesis sobre este proceso es que la 

fonnación de la sinapsis química es dependiente de la actividad eléctrica. En 

este caso la estimulación de la piel, ya inervada por la neurona sensorial N, 

podría activar la síntesis del aparato de transmisión de la terminal quhnica. 

Otra posibilidad atractiva pudiera ser que las señales anterógradas, producto 

de interacciones celulares previas, pudieran definir la sinapsis corre~ta. Se ha 

mostrado que la actividad eléctrica es necesaria para la fonnación de los 

patrones correctos de conectividad en el SNC (Hube! et al., 1977; Shatz y 

Striker, 1978) y que las señales anterógradas pueden alterar el crecimiento 

neuritico y la distribución de canales de calcio (Femández de Miguel et al., 

1992). 
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VIII - CONCLUSIONES 

1) El sustrato, en combinación con la identidad neuronal,. detenninan el 

patrón moñológico de crecimiento neuritico de las células estudiadas AP,. N y 

AE. 

2) Los elementos de Ja matriz extracelular en las cápsulas ganglionares 

determinan un patrón bien definido de crecimiento de las células AP. La 

similitud de este patrón con el que se presenta en el SNC., sugiere que los 

elementos de la matriz extracelular en las cápsulas ganglionares pueden ser 

los mismos que esta célula encuentra durante su desarrollo en el SNC. 

3) Los elementos de la matriz cxtracelular que median la adhesión y el 

crecimiento de las células AP son de naturaleza proteica y parecen actuar de 

manera concertada. 

4) Aunque el sustrato promueve y rebFUla el crecimiento neuritico de neuronas 

cultivadas de la sanguijuela~ su efecto es independiente del mecanismo que 

regula la formación de las sinapsis en cultivo. 
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