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1 - RESUMEN

En este trabajo se estudid la influencia del substrato en el crecimiento y
la formacion de conexiones en neuronas cultivadas. El estudio, se realizdé en
neuronas identificadas de sanguijuela, mantenidas en cultivo, en donde crecen
y forman conexiones especificas. Las neuronas fueron aisladas rompiendo la
capsula ganglionar y succionandolas una por una. Como substratos se
utilizaron capsulas ganglionares de las que habian sido retiradas las neuronas,
homogenados del SNC, concanavalina A (Con A) y laminina de sanguijuela.
En estos substratos las neuronas empezaron a crecer después de unos cuantos
minutos de haber sido sembradas.

De particular interés fue el patron de crecimiento de las necuronas
Pagoda Anterior (AP, de funcion desconocida). El patron de las neuronas AP
en las capsulas consistié en dos neuritas dirigidas a extremos opuestos
(Femandez de Miguel, 1997), semecjante al del dia 9 de desarrolio
embrionario (Gao y Macagno, 1987). Este patron fue distinto al de las células
de Retzius o de las motoneuronas AE, o al de la misma célula en Con A o
laminina. Las células AP crecieron en homogenados crudos del SNC o de
capsulas ganglionares, reproducicndo el patron de crecimiento en las
capsulas. Sin embargo, el patron no se reprodujo al sembrar las células sobre
plastico o vidrio. La captura peridédica de imagenes a intervalos de 2 minutos
y su posterior edicion a video, mostréo una dinamica de crecimiento y
rcabsorciéon de neuritas, que dio como producto final las dos neuritas
caracteristicas.

La reproducciéon del patron de crecimiento neuritico de las células AP

en homogenados crudos, hizo interesante explorar la composicion protéica de



los extractos. La incubacién de las capsulas con diferentes proteasas modificé
la adhesividad y el patron de crecimiento de las células AP, lo que sugirié que
su patrén es regulado por proteinas de la matriz extracelular. La electroforesis
de los homogenados de cdpsulas ganglionares en geles de poliacrilamida en
gradiente de 3 % a 10 %, dio lugar a 22 bandas con pesos moleculares entre
100 y 1,000 kilodaltones (kDa). Cuando los homogenados se redujeron con
ditiotreitol (DTT), aparecieron 16 bandas.

Dado que la matriz extracelular de las capsulas induce patrones
similares a los del desarrollo, ademas de crecimiento dirigido entre pares de
células (Fernandez de Miguel, 1997), exploramos si también podria influir en
los atributos sinapticos. Para ello, comparamos las sinapsis que se establecen
en cultivo entre las células sensoriales nociceptivas (N) y las motoneuronas
crectoras de los misculos anulares (AE) en distintos substratos. Estas
neuronas en el animal forman una sinapsis quimica, pero en cultivo, al ser
sembradas sobrg Con A, forman una sinapsis eléctrica. Al sembrar pares
mixtos de células N y AE en la misma capsula, ambas células crecieron con
un patron distinto al de Con A y establecieron contactos. Sin embargo, la
conexion fue eléctrica rectificante, similar a la formada en Con A pero
distinta a la formada en el ganglio. Estos datos sugieren que el substrato
puede influir el patron de crecimiento de maltiples maneras pero, al menos en

este caso, no determina los atributos sinapticos.



II - INTRODUCCION

El funcionamiento del sistema nervioso depende del patrén correcto de
crecimiento y conectividad neuronal. De aqui que uno de los problemas de
desarrollo y la

interés en neurobiologia es conocer como durante el

regeneracion del sistema nervioso, una neurona crece hasta sus blancos y
establece las conexiones correctas con ellos. En este proceso participan
varios elementos que interactian con la identidad neuronal: moléculas que
difunden desde las cé¢lulas blanco y que funcionan como atractores (Ramon y
Cajal, 1893; Sperry, 1963) como las netrinas (Serafini et al., 1994; Kennedy
et al., 1994), algunos neurotransmisores (Zheng, 1994) y las neurotrofinas
(Emnfors et al.,, 1994; Hoyle, et al., 1993; Diamond et al., 1992); moléculas
repelentes como las colapsinas (Luo et al., 1993); moléculas que promueven
el crecimiento neuritico, como las de la matriz extracelular (Venstrom y
Reichard, 1993; Masuda-Nakagawa y Wiedemann, 1992), o que lo inhiben
como las fracciones NI-35 y NI-250 en membranas de los oligodendrocitos
(Schwab ct al., 1993); células y moléculas en puntos intermedios que
funcionan como guia (Kuhn et al., 1995); y la actividad cléctrica (Hubel et al.,
1977, Shatz y Stryker, 1978) quc es necesaria para la formacion de patrones
precisos de conectividad (Stryker y Harris, 1986).

Aunque cada uno de los clementos anteriores presenta caracteristicas
que los hacen interesantes por si mismos, el presente estudio se enfocd en las
moléculas de la matriz. extracelular, substrato sobre el cual muchas neuronas
crecen y forman sinapsis durante su desarrollo y regeneracion. Parte de su

interés radica cn que posiblemente, la interacciéon entre la neurona y la matriz



extracelular genera las primeras seiiales que las células reciben después de la
altima division mitoética.

La matriz extracelular es una red de macromoléculas que esta en el
espacio extracelular de los tejidos y se compone de proteinas y polisacaridos
ensamblados de manera organizada. Anterionmente se pensaba que la matriz
extracelular servia principalmente como un andamiaje inerte para estabilizar
la estructura fisica de los tejidos. Ahora esta claro que tiene un papel mucho
mas activo y complejo, ya que influye a las células en su desarrollo,

migracion, proliferacion, forma y funciones metabodlicas.

Componentes de la matriz extracelular

Los clementos de la matriz extracelular se clasifican en:
glucosaminoglucanos (que generalmente se unen a proteinas y forman
proteoglucanos); proteinas estructurales como la colagena y la elastina, y
proteinas de adhesion como la laminina y la ﬁbroneclinaﬁ (Alberts et al.,
1989). En la matriz extraceclular, la fase acuosa del gel de polisacaridos
permite la difusion de nutrientes, metabolitos y hormonas entre la sangre y las
células de los tejidos; las fibras de colagena la fortalecen y organizan; la
elastina le da flexibilidad y las proteinas de adhesion ayudan a las células a
adherirse a ella.

Los glucosaminoglucanos son cadenas de polisacaridos sin ramificar,
compuestas de unidades de disacaridos repetidos, que contienen un
aminoazucar (N-acetil glucosamina o N-acetil galactosamina). Los grupos
carboxilo y los grupos sulfato de los aziucares, gencran una carga negativa
intensa que atrae una nube de cationes hidratados, lo que produce un gel en ¢l

que las proteinas estan embebidas. lLos principales grupos de



glucosaminoglucanos son los sulfatos de heparano, de condroitino, de
keratano y de dermatano. Estos al unirse a proteinas forman los
proteoglucanos. El acido hialurénico es un glucosaminoglucano que no se une
a ninguna proteina.

Hay una variedad de moléculas de la matriz extracelular que
promueven el crecimiento neuritico (Tabla 1) (Venstrom y Reichard, 1993;
Masuda-Nakagawa y Wiedemann, 1992). Estas incluyen a la laminina, la
fibronectina, la tenascina, y la trombospondina. Estas glucoproteinas se
componen de dos o mas cadenas polipéptidicas unidas por puentes disulfuro.
Cada subunidad tiene partes estructurales repetidas y algunas de ellas se

encuentran en varias glucoproteinas del grupo (Fig. 1).

Papel de la matriz extracelular en la regeneracion de neuritas y sinapsis en
el SNC

Las neuronas en el sistema nervioso periférico pueden regenerar con
éxito axones seccionados en el organismo y frecuentemente logran recuperar
la funcion (Guth, 1956), en contraste, el SNC dificilmente regenera
(Manthorpe et al., 1983). Uno de los requisitos para que haya regeneracion es
que las neuronas dafiadas se encuentren en un ambiente favorable para que
las neuritas puedan avanzar. La matriz extracelular de los injertos del sistema
nervioso periférico, favorece la regeneracion 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
estan en contacto. Los elementos de la matriz extracelular, en particular las

glucoproteinas, pueden constituir una familia de agentes promotores de



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

neuritico.

Molécuias de la

Receptores en la

Papel en el crecimiento

Matriz Exr: slar 2 celular neuritico
integrinas: aifa1beta
la de Y en
Lamininas cultivo (Reichardt y Tomaseli, 1991; Mantorpe et al., 1983),
Unade los permite ia yia de céiuias de la
T
seoteinas Fibronectina cresta neural y st ae
Adhesién (Hynes.1902)
Se expresan en los caminos por donde migran las células de Ia Cresta
T \as neural, en los caminos de nervios periféricon y en diversas regiones del
¥ protecgiucancs. SNC durante el gesarsolic (Venstrom y Reichardt, 1993).
Participa en ia migracn celular y el crecimento neruritico
Trombos- '_"""3:"“‘ vt :xw;::; (Neugebauer et al.. 1991). Puede actuar como modulador de algunas
pondina ’m ™ » neurctrofinas, como el factor beta de crecimiento transformante
¥ proteogiucanas. (Murphy-Ulirich et al., 1992)
La colagena IV se ensambia en una red y forma la estructurs centrat
Integrinas y #cido de la l3muna basal. Los tipos 1y IV el
Colagenas hislurénico. en cuftivo (Reichardt y Tomasaeil, 1991)
Proteinas Colagenas Las fibras de y ayudan ia matriz
Estructu- ) extracelular y las moléculas de elastina le dan Remibiaad {Aiberts et al.,
rales Elastina 1983).
Sulfato de Solo o en con la et neuritico
heparano (Hantas-Ambromse et al., 1987).
(Perlecano)
Proteo- Sulfato de Se expresa sélo en el sislema nenioso y puede auxilar en ¢l desarrolio
glucanos Condroitino de ia corteza y en el encuentro de los blancos neuronales (Sheppard
(Neurocano) A.. 1991 Rauch et al . 1992).
Sulfato de Se expresa en zonas donde hay dano o enfermedad en el sisterna
Dermatano ferviosa y se propone que inhibe ta sintesis de matriz la cual causa ta
(Docor :;‘) enfermedad (Border et al., 1992)
Acido Se propone que enta durante ef
hial dei sistema nervioso, porGue aparece en grandes cantidades en esie
(; fu- perioda y despuss es d.qudldu (Atberts et at., 1089),
rénico
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Figura 1 - Proteinas de adhesién de Ila matriz extracelular. Estas

glucoproteinas consisten de dos o mas subunidades polipéptidicas unidas por
puentes disulfuro (lineas punteadas). La fibronectina y la tenascina presentan
varias repeticiones del tipo 111 de la fibronectina. La laminina, la tenascina y
la trombospondina tienen varias repeticiones de los dominios parecidos al
factor de crecimiento epidérmico (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
formacion de sinapsis, ha sido dificil de evaluar por la gran complejidad
estructural y funcional del sistema nervioso (SN). Sin embargo, los estudios
realizados en preparaciones de vertebrados e invertebrados, mediante el
bloqueo selectivo de moléculas de adhesion de la matriz extracelular no
detienen totalmente el crecimiento, por lo que se ha postulado la accion
concertada de multiples 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 moleculares. Ademas al intentar llevar a cabo el analisis de una
familia de moléculas en el embrion, se tienec la dificultad de que existen
interacciones con otras células y con factores solubles. Por estas razones, una
alternativa ha sido utilizar substratos nativos en los que la matriz extracelular
sc mantiene intacta, pero las neuronas al ser sembradas en ellos, estan libres
de interacciones con otras células o factores solubles (Fernandez de Miguel,
1997). Esto se ha logrado sembrando neuronas identificadas en capsulas
ganglionares, que permiten tener una preparacion de estudio rica en matriz
extracclular y que es intermedia entre el organismo y el cultivo. Otra
alternativa ha consistido en utilizar neuronas cultivadas en substratos de

composicion conocida.

Regeneracion de neuritas y  conexiones e¢n  neuronas cultivadas de
sanguijuela
Para nuestro estudio, el sistema nervioso de la sanguijuela ofrece la

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



Nicholls, 1979; Diectzel et al., 1986) que en cultivo conservan su capacidad de
regeneracion, ya que crecen (Zhang y Nicholls, 1983; Chiquet y Acklin,
1986) y forman conexiones especificas (Ready y Nicholls, 1979; Fuchs et al.,
1981; Nicholls, 1987) El sistema nervioso de la sanguijuela, se compone de
una cadena longitudinal de 32 ganglios. Cuatro de ellos estan fusionados en la
parte anterior y siete en la parte posterior. A los 21 ganglios restantes se les
llama ganglios intermedios (Payton, 1981) (Fig. 2A) y son casi idénticos entre
si, a excepcién de el quinto y el sexto que participan en la reproducciéon
(Macagno, 1980). Cada ganglio contiene alrededor de 400 neuronas que
controlan casi de manera independiente el segmento que corresponde (Fig.
2B).

Los estudios con neuronas identificadas del sistema nervioso de la
sanguijuela, han mostrado que el contacto de la neurona con un sustrato
particular, determina un patrén de crecimiento caracteristico (Chiquet y
Acklin, 1986; Grumbacher-Reinert, 1989). En Con A se forman neuritas
lamelares cortas, curvas y muy ramificadas, mientras que en laminina de
sanguijuela las neuritas son largas, rectas y menos ramificadas. La tenascina
induce un crecimiento semejante al de la Con A (Masuda-Nakagawa y
Wiedemann, 1992). Los extractos de laminina y tenascina promueven
patrones de crecimiento caracteristicos para cada uno de ellos. Estos patrones
correlacionan bien con el crecimiento neuritico en los nervios conectivos y
periféricos o en el neurbpilo respectivamente, donde se encuentran estas

proteinas.
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Figura 2 - A) Cadena ganglionar que forma el sistema nervioso central de la

sanguijuela Hirudo medicinalis, B) Aigﬁnaé de las neuronas identificadas de

uno de los ganglios. La distribucion neuronal es muy estereotipada. Rz
células pagoda anterior; AE = motoneurona erectora

célula de Retzius; AP =

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

estimulos nociceptivos en la piel.
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Crecimiento de neuronas AP en el embrion y en cultivo

Para este estudio las neuronas Pagoda Anterior (AP) de funcién
desconocida (Sunderland, 1980) fueron de particular interés por su capacidad
de regenerar proyecciones neuriticas en cultivo (Fuchs et al., 1981). Durante
los dias 9 y 10 del desarrollo generan proyecciones longitudinales que crecen
por los nervios conectivos hacia los ganglios vecinos anterior y posterior.
Estas proyecciones posteriormente se retraen, y unicamente prevalecen las
proyecciones contralaterales hacia blancos periféricos no identificados (Gao y
Macagno, 1987). Un patrén similar se ha reproducido al cultivar neuronas AP
en capsulas ganglionares (Fernandez de Miguel, 1997), lo que sugiere que las
moléculas de la matriz extracelular proveen la inforimacion que determina los
aspectos iniciales del patrén de crecimiento de estas neuronas,

En la primera parte de este trabajo se cuantificé el efecto de los
sustratos nativos sobre el patrén de crecimiento neuritico. Para esto, se
sembraron neuronas identificadas en capsulas ganglionares y se analizaron
variables del crecimiento tales como la longitud total de las neuritas, su
ramificacién, su niimero y la distribucién de sus neuritas. Como controles se
utilizaron neuronas que crecieron sobre Con A y laminina de sanguijuela.
Para hacer un estudio detallado del patron de crecimiento, se tomaron

imagenes de algunas de estas neuronas a intervalos de dos minutos.

Tipos de conexiones en el sistema nervioso

A las conexiones que establecen las neuronas se les llama sinapsis. Las
sinapsis quimicas se componen de una terminal presinaptica, una terminal
postsinaptica y la hendidura sinaptica. En éstas, la informacion fluye mediante

un neurotransmisor que es secretado por la terminal presinaptica y que



difunde hasta la terminal postsinaptica. Las sinapsis quimicas pueden ser
inhibidoras o excitadoras. La diferencia entre ambas es el tipo de
conductancia activada en la membrana postsinaptica por el ‘neurotransmisor.
Las ventajas que pueden tener las sinapsis quimicas son la posibilidad de
neuromodulacion, facilitacion, depresion y potenciacion postetanica, entre
otras (Nicholls et al., 1992).

En 1959 Furshpan y Potter descubrieron las sinapsis eléctricas. En
ellas las membranas celulares de dos neuronas estan unidas por conexones
que tienen un poro central por el que fluye la corriente entre las dos células.
En algunas sinapsis eléctricas la corriente pasa de igual manera entre dos
neuronas en ambos sentidos, a estas se les llama sinapsis eléctricas no
rectificadoras; en otras sinapsis eléctricas, hay rectificacion, es decir, la
corriente hiperpolarizante fluye en ambos sentidos, pero la despolarizante
fluye en uno solo. Hay también sinapsis con doble rectificacion en las que la
corriente despolarizante pasa en ambos sentidos pero la hiperpolarizante pasa
muy poco (Nicholis et al., 1992). Es posible que las sinapsis eléctricas tengan
algunas ventajas funcionales sobre las sinapsis quimicas. El retardo sinaptico
presente en las sinapsis quimicas pero ausente en las sinapsis eléctricas puede
ser importante en conductas de escape o tener relevancia en la sincronizacién

de grupos neuronales (Nicholls et al., 1992).

IFormacion de sinapsis en neuronas de sanguijuela
La especificidad en la formacion de las conexiones entre dos neuronas
cultivadas de sanguijuela es especifica. Las células de Retzius forman

sinapsis eléctricas no rectificadoras con muchos de sus blancos, mientras que



las células P y N fornman, generalmente, sinapsis eléctricas rectificantes. Lo
anterior muestra que los atributos sinapticos pueden ser determinados por la
identidad neuronal (Nicholls, 1987; Femandez de Miguel y Drapeau, 1995).
Sin embargo, las conexiones foriadas en cultivo pueden diferir de las que se
dan en el animal. En cultivo no se reproducen todos los patrones sinapticos
del animal, y en ocasiones pueden aparecer nuevas conexiones (Fernandez de
Migue!l y Drapeau, 1995). Por egjemplo las células de Retzius en cultivo,
forman sinapsis quimicas que no se han registrado en el animal (Liu y
Nicholls, 1989).

Si como en los ejemplos anteriores, ¢l patron correcto de conectividad
no esta determinado unicamente por las células que entran en contacto, seria
factible que el substrato también influyera los atributos de las sinapsis
formadas. Esta posibilidad se probo en la segunda parte de este trabajo. Para
ello se wusaron neuronas sensoriales nociceptivas (N) y motoneuronas
erectoras de los anillos corporales (AE). Estas neuronas estan conectadas en
el animal por una sinapsis quimica excitadora (Stuart, 1970), pero en cultivo
con un sustrato con base en poli-L-lisina o Con A, forman una sinapsis
eléctrica rectificadora (Viklicky y Nicholls, 1988). Como sustratos se
utilizaron cdpsulas ganglionares y Con A. En estos sustratos se sembraron
neuronas solas o en pares y la formacion de las sinapsis se probdé mediante

registro intracelular simultaneo en ambas neuronas.



I1I - HIPOTESIS

El funcionamiento del SN depende del que las neuronas crezcan y se
conecten correctamente durante su desarrollo o regeneracién. Si la
interaccion con la matriz extracelular genera las primeras sefales que las
células reciben después de la ultima divisién mitdtica en el desarrollo o
durante 1a regeneracion del SNC, esta interaccion puede ser determinante en
la morfofisiologia celular, en particular en la formaciéon de los patrones de

crecimiento y en la conectividad neuronal.



1V - OBIETIVOS

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

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

2) Realizar una caracterizacion cuantitativa de los patrones de
crecimiento que presentan las neuronas AP, por la influencia de la matriz

extracelular en los substratos nativos y de la laminina de sanguijuela.
3) Realizar un estudio bioquimico preliminar para conocer los
elementos de la matriz extracelular en los substratos nativos, que intervienen

en la formacion de los patrones de crecimiento neuronal.

4) Determinar si el substrato influye los atributos sinapticos.



V - METODOS

Aislamiento y cultivo de neuronas

Con el objeto de tener neuronas identificadas de la sanguijuela Hirudo
medicinalis, 1a cadena ganglionar del sistema nervioso se aislo y se fijo sobre
un plato con silicon, que contenia 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 (Sigma). La capsula ganglionar se rompio
con pinzas, dejando el paquete neuronal expuesto. La cadena se incubd una
hora en medio de cultivo y una mezcla de las enzimas colagenasa y dispasa
(2mg/mi; Boehrinnger-Mannheim, Corp.) (Dietzel, et al, 1986).
Posteriormente los ganglios se lavaron con medio de cultivo sin las enzimas.
L.as células AP, Retzius, N y AE se¢ identificaron por sus posiciones y
tamaiios en el ganglio, se aislaron individualmente por aspiracion mediante
una pipcta de succion y se lavaron en medio de cultivo. Para cultivar las
neuronas, los substratos utilizados fueron: capsulas ganglionares,
homogenados del S.NC de la sanguijuela, laminina de sanguijuela, Con Aoel
plato de cultivo directamente. Los homogenados, la laminina de sanguijuela y
1a Con A se incubaron durante 2 h en el plato de cultivo antes de sembrar las
células. Posteriommente, el plato de cultivo se lavé tres veces con agua
desionizada estéril y se agregd medio L.-15 sin suero bovino fetal. Las
neuronas se sembraron una por una con una pipeta de succién. Para estudiar
la formacién de sinapsis se sembraron pares de células N y AE a distancias
menores de 300 um en las capsulas y en Con A. En todos los casos ¢l cultivo
se hizo a 18° C y después de 12 h el medio se reemplazé por medio de

cultivo con suero bovino fetal.



Preparacicon de las capsulas ganglionares

Se rompio la cubierta de los ganglios y se removié el paqucte neuronal
completo con el objeto de obtener la capsula libre de células (Fermandez-de-
Miguel, 1997). Las capsulas s¢ incubaron durante 30 minutos en solucion
fisioloégica para sanguijuela, que contenia 0.2% de triton X-100 (Sigma),
luego se lavaron varias veces en medio de cultivo con 1 mg/ml de
gentamicina y se transfirieron a un caja con fondo de vidrio, asegurandose de
que la cara interior del tejido estuviera hacia arriba. Para adherir ¢l tejido al
fondo de los pozos, se retiré el liquido y el tejido se secd con aire por
exposicion al flujo laminar unos minutos. f.as neuronas se sembraron en la

cara interna de las ciapsulas ganglionares.

Homogenado enriquecido en laminina de sanguyuela y concanavalina A
Para la preparacion de la laminina se utilizo el método descrito por
Chiquet y Acklin (1986). Sc transfirio la cadena ganglionar de una
sanguijuela a 100 ul de una solucion de triton al 6.2%, tris-HCI1 100 mM, pH
7.4 con los inhibidores de proteasas: fluoruro de fenilimetilsulfonilo (PMSF)
2 mM y de N-ctilmaleimida (NEM) 53 mM (todos de Sigma) a 4° C. Se
trituraron los ganglios con pinzas y se homogeneizo la muestra con 70 golpes
en un homogencizador Potter-Elvehem. La muestra se transfirio a un vial de
vidrio, se le agregaron 400 ul de la solucion anterior ¥y se mantuvo 24 h a 4°
C con agitacion constante. Al siguiente dia se transfirié la muestra a un tubo
eppendorf y se¢ centrifugd durante 3 minutos a 11,000 rpm a 4° C. Sc desecho
el sobrenadante y se lavo el precipitado tres veces con 0.5 ml de una solucion

fria de tris-HCI! 10 mM a pll 7.4, Entre cada lavado sc centrifugo la muestra



durante 3 minutos a 11,000 rpm a 4° C. Después del ultimo lavado se
resuspendié el precipitado en 50 ul de solucion recién preparada de tris-HCI
10 mM, pH 7.4, NaCl 0.15 M y acido etilendiamino-tetracético (EDTA) 10
mM, a 4° C. La muestra se transfirié a un frasco de vidrio y se dejé 24 h a 4°
C en agitacion constante. Al dia siguiente se transfirié a un tubo eppendorf de
500 nl y se centrifugd 3 minutos a 11,000 rpm, a 4° C. El sobrenadante se
separd y se utilizd como substrato para sembrar neuronas o se almacend a -
70° C. La cantidad de proteina en estos homogenados fue de 0.61 ug/nl,
determminada por el método de Bradford (1976). Los platos de cultivo se
incubaron con 5 pl del sobrenadante (Jaminina de sanguijuela). La Con A
(Sigma) sc preparo en solucion con 2 ug/ul (Chiquet y Acklin, 1986). Para la

siembra de las neuronas se usaron 20 pl.

Homogenadeo crudo del SNC

Para su preparacion, se transfirid la cadena ganglionar de una
sanguijuela a 100 pul de la solucion con inhibidores de proteasas descrita
anteriornmente. La muestra se homogeneizo en cristal y se mantuvo 24 h a 4°
C con agitacion constante. Al dia siguiente se centrifugd por 3 minutos a
11,000 rpm a 4° C y se desecho el sobrenadante. El botén se lavd con tris-
HCI 10 mM a pH 7.4 y se resuspendio en 50 ul de tris-HC1 10 mM, pH 7.4,
La cantidad de proteina en estos homogenados fue de 2.37 pg/ul,
detenninada por ¢l método de Bradford. Para la siembra, los platos de cultivo

se incubaron con 5 pl del homogenado.
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Homogenado de cdpsulas

Para la preparacion de Jos homogenados de capsulas, se fijo la cadena
ganglionar sobre un plato de silicdn con medio de cultivo. Se abrieron los
ganglios, se extrajo el paquete de neuronas completo y se cortaron los nervios
conectivos y las raices. La cadena con las capsulas vacias se lavd con una
solucion, de tritéon 0.2% por 1 h. Las capsulas se separaron de los conectivos
y se transfirieron a 50 ul de la solucion con los inhibidores de proteasas antes

descrita, en la que se homogeneizaron. El resto del procedimiento fue igual

que para el homogenado crudo. La cantidad de proteina en estos

homogenados fue de 0.17 pg/ul, determinada por el método de Bradford.

Como substrato se utilizaron 5ul del homogenado de capsulas.

Cluantificacion del patren de crecimiento

El patron de crecimiento de las células AP se analizd cuantitativamente
midiendo la longitud total de sus neuritas cada 12 h, ¢l niunero de puntos de
ramificacion y el nimero y la distribucién de las neuritas principales. Para
ello se tomaron imagenes digitales mediante un analizador de imagenes y se
almacenaron en disco para su procesamicnto. Para el analisis de 1a longitud
total de crecimiento, los puntos de ramificacion y el namero de neuritas
principales, se midicron estas variables, cada doce horas, y se graficaron en
funcion del tiempo. Para el analisis de la distribucion neuritica, se midié el
angulo en que crecieron las neuritas principales y se grafico la densidad de las
neuritas en funcidon de estos angulos. Para esto sc tomd una de las neuritas
como referencia y su orientacion se definidé como cero grados (Fig. 3A). La

orientacién de la siguiente neurita se midid siguiendo el sentido contrario de
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Figura 3 - Moétodo de medicién de la distribucion de las neuritas primarias.

A) Una neurita se tomé como referencia y a partir de ella se midid el angulo
mas pequeiio a la siguiente, en el sentido opuesto a las manecillas del reloj.
B) En caso de haber mas de dos neuritas, se tomd el angulo mas pequeiio

para definir 1a referencia, que fue comun para todas las mediciones.
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las manecillas del reloj. Cuando se generaron tres o mas neuritas se tomod
como referencia la neurita que crecid con el menor angulo con respecto a
cualquier otra; a dicha neurita se le asigné un valor de cero grados y la

orientaciéon de las siguientes neuritas se midié siguiendo el sentido contrario

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

histogramas de distribuciéon a intervalos de 20 grados. A partir de éstos se
hicieron los ajustes binomiales a las distribuciones mediante el programa

PSTAT (Axon Instruments, INC.).

Dindamica de neuronas en crecimiento
Para analizar los patrones de crecimiento de manera detallada, varias

neuronas se someticron a un sistema de grabacion periédica, diseniado a partir
de un analizador digital de imigenes. Este sistema se instrumentd generando
una funcidén macro en el analizador de imagenes. EEl macro activa una serie de
comandos para gravar en la computadora la imagen digital de una preparacion
del microscopio. Primero, un comando genera una senal de 5 voltios en uno
de los puertos de Ia tarjeta del programa, esta seiial activa un relevador que
enciende la lampara del microscopio por cinco segundos (tiempo en el que se
estabiliza la intensidad de la luz). Posteriormente se activa otro comando que
adquiere y grava digitalmente la imagen. Al final de este periodo se apaga la

lampara del microscopio. Otro comando mantiene en espera a la computadora
el tiempo necesario para reiniciar cada dos minutos o a intervalos
programables. De esta manera, cada dos minutos y durante 12 h se

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

se procesaron digitalmente para mejorar su calidad.
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Figura 4 - Sistema analizador de imagenes. Las imagenes obtenidas al

microscopio fueron captadas por una camara CCD, digitalizadas y
almacenadas en disco. Para registros periodicos, la computadora controlo el
encendido de la luz mediante la activacion de un relevador. Las secuencias de

imagenes fueron compactadas y gravadas en video mediante un codificador.
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Para su procesado, otra funcidon macro restauré secuencialmente cada
imagen, la contrasté y resaltd digitalmente algunos detalles. Las imagenes
procesadas se editaron en un video en el que pasan secuencialmente a una
frecuencia de dos por segundo. En la pelicula se observé el crecimiento de la
neurona en un tiempo que permitié percibir los cambios mas importantes.
Con este sistema de grabacion periddica se registraron paso a paso las etapas

del crecimiento, lo que fue fundamental para su estudio detallado.

Determinacion de los componentes de la matriz extracelular

Los perfiles protéicos de los homogenados crudes del SNC y de las
capsulas ganglionares, fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS; Laemmli, 1970). Se
utilizé un gel en gradiente del 3% al 10%, en el que se resolvieron bandas de
100 a 1,000 kDa. Los homogenados también se trataron con ditiotreitol
(DTT) 0.066 M, para separar las subunidades polipetidicas. Se usaron
marcadores de peso molecular de 14.3 a 200 kDa (Gibco), laminina de ratén
(Boehringer-Mannheim) que tiene un peso molecular de 900 kDa y sus
polipéptidos que después de la reduccién con DTT pesan 220, 230 y 400
kDa. La eclectroforesis se realizd en una camara para geles verticales
(Hoefer). Los geles se tifieron con un compuesto fluorescente con capacidad
de deteccion de 7 a 2 ng de proteinas por banda (SYPRO, Molecular Probes).
El gel se ilumind con una lampara de luz ultravioleta y se fotografié con
una camara polaroid con pelicula blanco y negro. Posteriormente, la imagen

se digitalizé y se proceso con el editor de imagenes photofinish (Zshoft, Co.).
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Registros electrofisiologicos
Con el objeto de asegurar la identidad y las condiciones de salud de

muchas de las células se realizaron registros intracelulares. La formacién de
las sinapsis entre los pares N-AE se estudié mediante registro intracelular
simultaneo de ambas células. Antes del registro, la concentracién extracelular
de calcio se aumento a 10 mM para incrementar la transmision en las posibles
sinapsis quimicas en los pares de células. Los microelectrodos se formaron
Imm de diametro con un estirador de

estirando tubos capilares de
Modelo P-97), con los parametros

micropipetas (Sutter Instrument, Co.
necesarios para tener puntas con resistencias de 20 MQ2 al lienarlos con KCI

3 M.
Los registros se hicieron mediante un preamplificador marca Almost

Perfect Electronics (Basilea, Suiza). Los protocolos de estimulacion

consistieron en la inyeccion de corriente a las células N o AE y el registro de
actividad eléctrica en su pareja. Los registros se almacenaron y se analizaron
con el programa PCLAMPS (Axon Instruments, Inc.) para adquisicion de
datos y una tarjeta Lab Master DMA (Scientific Solutions, Inc.) integrada a

una computadora personal.
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VI - RESULTADOS

PARTE 1. INFLUENCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LOS
PATRONES DE CRECIMIENTO DE NEURONAS AP

Para llevar a cabo la caracterizacion cuantitativa de los patrones de
crecimiento neuritico de células AP en capsula ganglionar, laminina y
homogenado crudo del SNC, se midio la longitud total de crecimiento
neuritico, la cantidad de puntos de ramificacion y el namero y distribucién de
las neuritas principales. También se analizé la formacién del patréon de

crecimiento mediante un sistema de registro periddico.

Crecimiento de las células AP sobre la capsula ganglionar

El patron de crecimiento de las células AP en capsulas ganglionares fue
como el reportado por Fernandez de Miguel (1997). El patron para las células
AP consistio en dos neuritas principales, orientadas en sentidos opuestos,
mientras que las células de Retzius, regeneraron multiples neuritas en varias
direcciones, con puntos de ramificacion. La figura 5 muestra una célula AP
(A) y una célula de Retzius (B) que crecieron en la cara intema de una
capsula ganglionar. Ambas células regeneraron patrones de crecimiento
dependientes de su identidad neuronal. Estos patrones también fueron
diferentes de los que presentaron sobre laminina o Con A (Fernandez de
Miguel, 1997). El efecto de las capsulas ganglionares en el patrén de
crecimiento de las células AP fue especifico de la matriz extracelular de la
cara interna de la capsula, o seca la que queda en contacto directo con el

sistema nervioso. Esto se demostré al comparar los patrones de crecimiento
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Figura 5 - Patron de crecimiento de células AP (A) y de Retzius (B) en
capsula ganglionar. El patron de las células AP consistié en neuritas (por lo
general dos) dirigidas a extremos opuestos (seiialadas por las flechas). El
patréon de las células de Retzius consistié en multiples neuritas en distintas
direcciones (seiialadas por las flechas) con puntos de ramificacion (seiialadas

por las puntas de flecha). Escala = 50 micrometros.

27



de células AP sembradas en ambas caras de las capsulas ganglionares.
Mientras que las células sembradas en la cara interna de la capsula mostraron
el patrén ya descrito (n=7), consistente en neuritas en sentidos opuestos (Fig.
6A), las células AP sembradas en la cara externa se adhirieron pero
extendieron miltiples proyecciones, algunas de las cuales fueron gruesas y
planas, aunque sin ramificaciones (Fig. 6B). Las células en las figuras 6A y
6B fueron inyectadas con amarillo Lucifer para comparar sus patrones de
crecimiento con el de neuronas en el organismo, en ¢l dia 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
regeneracion consistié en muchas neuritas cortas, curvas y muy ramificadas.
La figura 7 muestra un ejemplo de la regeneracién de una de estas neuronas
minutos después de que se sembro en Con A. El crecimiento de esta neurona
alcanzé superficies considerables antes de tres horas. Como se puede ver en
la figura, las neuritas crecieron preferencialmente del tallo neuritico. Primero
se generaron neuritas, en cuyas puntas se extendieron y retrajeron
continuamente finos filopodios. En algun momento la neurita se bifurcod y
aparecieron filopodios nuevos en las puntas. Después de un tiempo la neurita
fue invadida por citoplasma neuronal, que la engrosd. Aparecieron nuevas
neuritas en los bordes, y continuaron creciendo Yy bifurcandose.
Eventualmente el crecimiento se dio en forma de lamelas con conos de

crecimiento y filopodios en sus puntas.
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Figura 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 el interior de la capsula, muestra

ramas en extremos opuestos (sefialadas por flechas); B) La célula fue
sembrada en la cara externa de la capsula y muestra un patrén distinto al de la

célula en A, con muiltiples procesos lamelares; C) Célula embrionaria en el

dia 9 (tomada de Gao y Macagno, 1987), esta célula muestra un patrén

similar a la célula en A. A y B fueron 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

Ig neuritas (. 1

das por 1a flecha). A lo largo del tiempo se observé la
formacién de puntos de ramificacion y el crecimiento de conos lamelares con
filopodios en los bordes.



La figura 8 muestra los patrones de crecin > de las células AP y de
Retzius sobre diferentes substratos. Las imagenes se tomaron después de 36 h
de crecimiento. El patron de crecimiento varié 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. BA), mientras que las células de
Retzius regeneraron una gran lamela a partir de! tallo neuritico (Fig. 8B). En
laminina, ambas neuronas generaron neuritas menos ramificadas, largas, y
mas rectas (Fig. 8C y 8D). Estos patrones son similares a los descritos

previamente (Chiquet y Acklin, 1986; Grumbacher-Reinert, 1989).

Crecimiento de las células AP en homogenadios de SNC

Como primera etapa para explorar qué componentes de la matriz
extracelular producen el patrén de crecimiento caracteristico de las neuronas
AP en capsulas ganglionares, intentamos reproducir este patron de
crecimiento en homogenados sometidos a triton de SNC. Las figuras 9 y 10
muestran series de imagenes 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 patron de crecimiento en estas
condiciones se reprodujo en 3 neuronas y fue similar al de las neuronas AP en
capsulas ganglionares. Otras neuronas en este sustrato presentaron algunas
variantes en su patrén de crecimiento. La célula que se muestra en la serie de
imagenes de la figura 11 A, presenté dos neuritas principales orientadas en
sentidos opuestos (seiialadas por flechas), pero estas se ramificaron. Estas
variantes pudieran ser también el producto de la interaccion de las

células ‘con el plastico o vidrio en el que fueron sembradas. Por esa
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Figura 8 - Patrones de crecimiento de células de AP y Retzius en Con A y
laminina de sanguijuela. Estos patrones son similares a los ya descritos
(Grumbacher-Reinert, 1989). Los patrones son dependientes tanto de la

identidad celular como del substrato. Escala = 50 micrometros.
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Figura 9 - Célula AP que crecié en homogenado total.

El patréon 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 muestra

una sola rama que a las 72 horas se bifurcé. La misma célula a las 96 horas

desarrollé dos ramas. La bifurcacion que se observaba a las 72 horas

aparentemente ha desaparecido y han surgido nuevas ramas (una de ellas esta
seiialada por una flecha). A las 108 horas hubo absorcion de ramificaciones y

prevalecen dos ramas principales (seilaladas por flechas).
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Figura 10 - Célula AP que crecio en el homogenado total con dos neuritas

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

84h). El pati-én muestra similitudes con el de la célula en la figura 9.
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Figura 11 - A) Célula AP que crecié en el homogenado total con dos neuritas
ramificadas. Imagenes tomadas a 12, 36, 60 y 84 h. Las flechas muestran las
neuritas principales, B y C) células AP en plastico y en vidrio
respectivamente. Los patrones de crecimiento fueron distintos a los descritos

en homogenados o capsula.



razon, se sembraron células AP en plastico y en vidrio y se registraron sus
patrones de crecimiento. Las figuras 11B y 11C muestran el crecimiento de
dos células AP colocadas directamente sobre el plato de cultivo. Aqui el
crecimiento se dio en las primeras doce horas y después las células ya no
crecieron mas, aunque se mantuvieron en buenas condiciones por varios dias.
El patréon de crecimiento de las células tanto en vidrio como en plastico fue
diametralmente distinto al de las células en capsulas o en homogenados y mas

bien se parecié al de las células sembradas en Con A.

Curso temporal de crecimiento
La latencia del inicio del crecimiento neuritico de neuronas sembradas

sobre capsulas ganglionares o sobre homogenados crudos del SNC fue de uno
a dias, lo que contrasta con el crecimiento en laminina, en donde por lo
general, el crecimiento se inicié entre 0 y 24 h. Al considerar la importancia
de este hecho para poder agrupar las células y cuantificar el patrén de
crecimiento, la tasa de crecimiento AL/At (donde L es la longitud neuritica) en
periodos de 12 horas, se grafico en funcion del tiempo para neuronas AP
sembradas 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. 12D) que empez6 a crecer a las 60 horas, mostré
una tasa inicial muy rapida seguida de una tasa negativa, que indica retracciéon

neuritica. Por esta razén se elimind esta célula de los analisis posteriores.
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Figura 12 - Tasa de crecimiento de neuronas AP que se sembraron en la
capsula ganglionar. @ = célula uno; m = célula dos. A) la latencia fue entre 0

y 12 horas; B) la latencia fue entre 12 y 24 horas; C) la latencia fue entre 36 y
48 horas; D) latencia de 60 horas.
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Andlisis cuantitativo del patron de crecimiento

Con el objeto de probar si el patron de crecimiento de las células AP
en homogenados reproduce al de las capsulas, se llevé a cabo un analisis
cuantitativo del patrén de crecimiento de estas células en capsulas,
homogenados y extractos de laminina. Se consideraron como parametros la
longitud neuritica total, el niimero de puntos de ramificacion, el namero de
neuritas y su distribucion. La figura 13 muestra la longitud total de las
neuritas de las células AP en los diferentes substratos. En laminina (n=8) el

crecimiento fue hasta cinco veces mayor que sobre la capsula, mientras que
en el homogenado crudo (n=8) y en las capsulas (n=7),

las tasa de
crecimiento fueron semejantes entre si.

Por ejemplo, la longitud media a las
36 h en cultivo en laminina fue de 1,585.07+299.68 pun (error tipico), en

capsula ganglionar fue de 279.42+64.69 pm y en el homogenado crudo fue de
301.01£105.87 um.

El nimero de ramificaciones también fue mucho mayor en laminina que
en capsulas o sobre el homogenado crudo del SNC (Fig. 14). A las 36 h de
crecimiento se generaron 66+15.56 puntos de ramificacion sobre laminina,
3.57£1.07 puntos de ramificacion en la capsula ganglionar y 6.75+2.13
puntos de ramificacion en el homogenado crudo del SNC.

Como tercer parametro se cuantificd el namero de neuritas en los tres
substratos (Fig. 15). De nuevo el numero de neuritas principales en la
laminina es mayor que en la capsula ganglionar y en el homogenado 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 funcién del tiempo de células AP
sembradas en diferentes substratos. En laminina (circulos) fue hasta cinco

veces mayor que en la capsula, mientras que en el homogenado crudo

(triangulos) y las capsulas (cuadrados) fue semejante.
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Figura 14 - Numero total de puntos de ramificaciéon en funcién del tiempo de
células AP sembradas en diferentes substratos. En laminina (circulos) fue
mucho mayor que cuando se sembraron en las capsulas (cuadrados) o en el

homogenado crudo (triangulos).
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Figura 15 - Numero de neuritas principales en funcion del tiempo de células
AP sembradas en diferentes substratos. En laminina (circulos) el numero de

neuritas primarias fue mayor que en las capsulas (cuadrados) y en los
homogenados crudos (triangulos).



capsula ganglionar hubo 2.57+0.29 neuritas y en el homogenado crudo del
SNC hubo 2.25+0.36 neuritas.

Las similitudes entre los patrones de crecimiento de células AP en
capsulas y homogenados sugieren que los homogenados contienen los
factores responsables de este patron. Para documentar estas similitudes con
mayor exactitud, hicimos un analisis de la distribucion de las neuritas en la
periferia de la neurona. A las 36 h de crecimiento en laminina, las neuritas
principales se distribuyeron en todo el entorno de la neurona (Fig. 16A),
mientras que en la capsula ganglionar las neuritas se distribuyeron en dos
poblaciones orientadas en sentidos opuestos con un angulo de separacion de
158.4 grados y una desviacion tipica de 28.78 (Fig. 16B). En el homogenado
crudo, las neuritas se distribuyeron con una separacion de 113.45 grados con

una desviacion tipica de 40.43 (Fig. 16C).

Etapas en la formacion del patron de crecimiento )

Las observaciones iniciales del crecimiento de neuronas AP en
capsulas ganglionares mostraron una proliferacion neuritica extensa, durante
las primeras horas, que dio lugar a dos neuritas. Para explorar si esta
dinamica se debe a la eliminacién o a la fusién neuritica, se hicieron estudios

del crecimiento mediante la toma periodica de imagenes.

La formacién del patron morfoldgico de crecimiento de las células AP,
en los substratos nativos, mostrO varias etapas: en la primera, hubo
produccién de multiples neuritas en varias direcciones. Mas adelante, se

retrajeron o se fusionaron dando lugar a las dos o tres neuritas finales que
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Figura 16 - Distribucion 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 capsula (B) y el homogenado crudo

(C) se presentaron dos poblaciones de neuritas.
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extendieron hacia los polos opuestos. La figura 17 muestra una serie de

imagenes a intervalos de 19 minutos, de una célula AP que crecié en

homogenado crudo del SNC. En las etapas tempranas se formaron ramas
colaterales. Las flechas wmuestran la reabsorcion de dos neuritas
aparentemente por la bifurcacién de la punta de la neurita principal. Estas
ramas mostraron una tasa de crecimiento similar que la rama madre. Mas
adelante ocurrit la reabsorcion de algunas de estas ramificaciones, pero otras
continuaron creciendo y explorando el sustrato. En la figura se observa la
reabsorcion de dos de las ramas, marcadas por flechas. A las 72:45 comenzd
la reabsorcién de la rama seilalada con una punta de flecha. La flecha
horizontal sefiala un objeto de referencia estatico en el plato de cultivo. En el
curso de 3.5 h esta rama se reabsorvidé completamente. La flecha curva seiiala
otra rama que inicid su reabsorcion a las 73:04 h. Como se observa en la

figura, la absorcién de ramas colaterales dio lugar a una neurita que crecio en
linea recta.

Determinantes del patron morfolégico de crecimiento

Los elementos de la matriz extracelular en las capsulas ganglionares,
determinaron un patrén de crecimiento bien definido para las células AP. Este
patron fue diferente al que se generé en laminina, pero similar al generado en
el SNC en el organismo. Para analizar la posible naturaleza protéica de los
componentes de la matriz que inducen este patrdn, se trataron las capsulas
ganglionares con diferentes proteasas y se obtuvo el perfil electroforético de
los homogenados de las capsulas ganglionares y de los homogenados crudos.

En primer lugar la tripsina, que corta enlaces peptidicos a un lado de los
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Figura 17 - Dinamica de crecimiento y retraccion neuriticas en una célula AP.
En una ctapa de la formacion del patrén morfologico se producen maltiples
neuritas en varias direcciones (72:45 h). Posteriormente varias de estas
neuritas se¢ reabsorvieron pero otras continuaron creciendo y explorando el
substrato. La punta de flecha y la flecha curva sefialan la reabsorcion de dos

neuritas y la flecha horizontal, un punto de referencia estatico.
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aminodcidos lisina o arginina, previno la adhesion y el crecimiento de las
células AP en las capsulas ganglionares (n=7). Y la colagenasa-dispasa, que
es una mezcla de proteasas que degradan colagena y de proteasas
inespecificas, permitio la adhesién de cinco neuronas y el crecimiento de tres
(n=5). La adhesién de estas neuronas fue caracteristica, ya que ésta se
presentd unicamente en las puntas de las neuritas (tabla 2 y figura 18;
Comunicacioén personal de Fermandez-de-Miguel, F. y C. Salvador).

En segundo lugar, se obtuvo el perfil electroforético de! homogenado
de las capsulas ganglionares y del homogenado crudo del SNC en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE). En geles en gradiente del 3% al 10% quedaron
incluidas proteinas en el intervalo de 100 a 1,000 kDa. La figura 19 muestra
un gel representativo. Los carriles de los homogenados de las capsulas
mostraron 22 bandas. Cuando los homogenados se trataron con ditiotreitol
(DTT) para desensamblar las subunidades de las proteinas, aparecieron 16
bandas por carril. La disminucién en el numero de bandas posiblemente se
debié a que algunas subunidades resultaron muy pequeiias y salieron del gel o
a la sobreposicion de bandas. De las proteinas 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, sefialadas con flechas en la figura. El interés del homogenado
crudo consistié en que las células AP crecen igual que en los homogenados
de capsulas y ambos patrones de crecimiento son similares a los de las

capsulas ganglionares. Ademas en el homogenado crudo del SNC se obtuvo
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Tabla 2 - Efecto del tratamiento enzimitico de las capsulas ganglionares

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

TRATAMIENTO ADHESION CRECIMIENTO
ENZIMATICO AP Rz AP Rz
o ) 0 o
TRIPSINA (N=7) (n=18) {n=7) (n=18)
COLAGENASA- 5 a 3 1
DISPASA (n=5) (n=4) (n=5) (n=a)

Figura 18 - Crecimiento de una célula AP en una capsula 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 adhirié a la capsula.
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mas proteina (2.37 mg/ml) que en los homogenados de las capsulas

ganglionares (0.17 mg/ml).
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Figura 19 - Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente del 3% al
10% de homogenados del sistema nervioso central de la sanguijuela Hirudo
medicinalis. En los carriles 1 y 2, la laminina de ratéon con y sin ditiotreitol
(DTT), sirve como marcador de peso molecular. E! homogenado total del
SNC se corrid en los carriles 3 y 4. Los homogenados de las capsulas en los
carriles 5 y 6. En los carriles 4 y 6 los homogenados se han tratado con DTT.

Las flechas seiialan a la laminina de la sanguijuela y a sus subunidades.



PARTE II. INFLUENCIA DEL SUBSTRATO EN EL CRECIMIENTO Y
FORMACION DE SINAPSIS EN NEURONAS CULTIVADAS

Los efectos multiples de la matriz extracelular en la proliferaciéon
neuritica y el crecimiento dirigido, sugirieron la posibilidad de que el
substrato pudiera también influir en el tipo de sinapsis formada entre neuronas
cultivadas. Las neuronas sensoriales N y las motoneuronas AE, que en el
animal formaron una sinapsis quimica, wmediadora de un reflejo

resultaron atractivas para este estudio, ya que al ser

monosinaptico,
sembradas en cultivo sobre Con A, forman una sinapsis eléctrica rectificante.
Por esas razén, resulté interesante explorar si la causa del “error” seria la
ausencia del substrato adecuado. Para este estudio, se sembraron neuronas
individuales y pares de neuronas N y AE en Con A y capsulas y se
Los atributos sinapticos se

. compararon los patrones de crecimiento.

estudiaron mediante registro intracelular.

Patron de crecimiento de neuronas solas N y AE sobre capsula ganglionar y
Concanavalina A

Como primer paso, se analizaron los patrones de crecimiento de ambos
tipos celulares. La figura 20 muestra como las células N y las motoneuronas
AE al ser sembradas sobre Con A o en la cara intemma de la capsula,
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 patron de crecimiento en las capsulas

ganglionares ya fue descrito (Femandez de Miguel, 1997) y consistié en
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Figura 20 - Patrén de crecimiento de células N y AE. A y C) Crecimiento
sobre la capsula ganglionar de las células N y AE. B y D) Crecimiento sobre
Con A de las células N y AE. El asterisco sefiala la ubicacion del tallo

neuritico y las flechas seiialan algunas de las neuritas y conos de crecimiento.
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neuritas finas con pocos puntos de ramificacion (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 los registros
intracelulares. Solo algunas neuritas cortas con forma lamelar crecieron en
dos de veinte células después de 24 h en cultivo (Fig. 20B). Las células AE
sembradas en la capsula ganglionar no crecieron o crecieron muy poco (Fig.
20C). Sin embargo, células AE sembradas sobre Con A crecieron
profusamente (Fig. 20D) y generaron una lamela extensa en las primeras
horas en cultivo. Posterionmente 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 ocurrié durante Jas primeras 12 h en cultivo.

Crecimiento de pares de neuronas N y AE

La ausencia de crecimiento de las células AE se revirtié cuando se
colocaron pares de células N y AE sobre la misma capsula. En estos casos las
neuronas N y AE crecieron con multiples neuritas en Jas primeras 12 h. Las
neuritas de las células AE se extendicron en varias direcciones y muchas de
ellas hicieron contactos con neuritas de las células N. La figura 21 A muestra
un par de neuronas N y AE en el cual las neuritas emergieron de ambas
células. EI efecto inductivo del crecimiento se presentd en cada par de células
probado (n=12). Para conocer la especificidad de este fenémeno, se
colocaron pares homoélogos de neuronas AE en la misma capsula. En cinco

pares, ninguna neurona crecio. Cuando se colocaron pares de neuronas N y
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Figura 21 - Efecto inductivo del crecimiento de la matriz extracelular en las
capsulas ganglionares. A) Las células AE crecieron en la capsula ganglionar
inducidas por la vecindad de las células N. Las flechas seilalan neuritas de la
célula AE. B) La induccion fue especifica sobre las células AE en la capsula
ganglionar, ya que no se presentd sobre las células N en Con A. El asterisco

sefiala la posicion del tallo neuritico de la célula N.
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AE sobre Con A, ambas neuronas presentaron el patrén de crecimiento

descrito para las neuronas solas. Como se muestra en la figura 21B, solo las
neuronas AE crecieron.

Formacion de sinapsis entre neuronas Ny AE

Todos los pares neuronales sembrados sobre la capsula ganglionar

formaron sinapsis eléctricas rectificantes. La corriente despolarizante o

hiperpolarizante en la célula N se propagd a la célula AE. La figura 22
muestra que la corriente despolarizante inyectada en la célula N, fue seguida
por una despolarizacidn en la célula AE. El cambio de voltaje en la célula AE
mostré un curso temporal similar al de la célula N. Asimismo, la corriente
hiperpolarizante inyectada en la célula N fue seguida por una
hiperpolarizacion en la célula AE. En contraste, soélo la inyeccion de corriente
hiperpolarizante a la célula AE originé una respuesta en la célula N. Estas

respuestas fueron similares en seis pares de células N-AE, ain cuando la
concentracion extracelular de m

io se incremento a 10 mM o el calcio se
sustituy por magnesio. Las caracteristicas de esta sinapsis fueron similares a

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

Para probar si la sinapsis quimica se desarrolla a tiempos mas largos,
se hicieron registros intracelulares entre dos y nueve dias en cultivo. En este
periodo las caracteristicas de la sinapsis permanecieron inalteradas y tampoco

se afectaron cuando nuevamente el calcio se sustituyé por magnesio en el
medio de cultivo.
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Figura 22 - Sinapsis eléctrica rectificante formada por las células N y AE en
cultivo sobre la capsula ganglionar. En los registros N-AE, tanto la corriente
despolarizante como Ja hiperpolarizante inyectada en la célula N, generan un
cambijo 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 N.
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VII - DISCUSION

Los patrones de crecimiento desérrollados en capsulas ganglionares,
homogenados crudos de SNC, laminina de sanguijuela y Con A, fueron
caracteristicos y reproducibles para cada tipo neuronal. Algunos de estos
patrones ya habian sido descritos, sin embargo, este trabajo aporta
informaciéon novedosa acerca de los mecanismos que dan lugar a estos
patrones asi como de las caracteristicas bioquimicas de los componentes de la
matriz extracelular que los promueven. Los parametros definidos para
cuantificar los patrones de crecimiento probaron ser convenientes para esta
caracterizacion y mostraron que el patron de crecimiento de las células AP en
homogenados crudos reproduce al de las capsulas ganglionares. La
distribucion angular de las neuritas resulté ser definitiva para demostrar las
similitudes entre estos patrones. Otras variables como la fasciculacion
cambiaron de manera evidente por las condiciones experimentales impuestas,
no obstante, su cuantificacion requiere la inst.rumema'cic'm de técnicas distintas
a las utilizadas en el presente estudio.

Como parte de este estudio desarrollamos un sistema de registro
periddico. Este sistema permite tener un método adecuado para el estudio de

los patrones de crecimiento. Con €l hicimos un alisis detallado del

crecimiento al registrar a Ja neurona, paso a paso, durante periodos
prolongados. La captura de imagenes mediante la computadora tiene las
ventajas de la precision y el ahorro de tiempo. Ademas las imagenes

digitalizadas se pueden procesar para mejorar la calidad y apreciar los

56



detalles de interés. Uno de estos detalles es la dinamica del cono de
crecimiento. El cono de crecimiento, que es la punta de una neurita en
crecimiento (Fig. 7), se compone de una lamela con multiples filopodios en
sus bordes que se extienden y se retraen continuamente. La fineza y rapidez
con que ocurren estos movimientos no podria estudiarse con observaciones a
intervalos de tiempo largos. El sistema de registro peridédico permitira
profundizar el estudio de estos detalles y cémo se generan los patrones de

crecimiento en los sustratos probados.

Efecto del substrato en el patrén de crecimiento

En capsulas ganglionares y homogenados crudos, el patréon de
crecimiento de las células AP fue semejante al que se desarrolia en el
embrion (Gao y Macagno, 1987). La dinamica de la formacion del patron de
crecimiento en cultivo incluye el alargamiento y la reabsorcion de neuritas
presumiblemente supermnumerarias. Lo anterior sugiere que son varios los
elementos de 1a matriz extracelular que participan de manera concertada en la
determinacion de 1a morfologia neuronal en el SNC.

La similitud entre los patrones de crecimiento de las células AP, en
capsulas ganglionares y homogenados crudos del SNC, pennite suponer que
los homogenados contienen los factores responsables de inducir y modular
este patron. En capsulas y en el homogenado crudo la longitud de crecimiento
resultd ser hasta cinco veces menor que en la laminina. Aunque en capsulas
logramos detectar cierta fasciculacion, esta no seria suficiente para explicar
las diferencias. La ramificacion sobre la laminina fuc hasta diez veces mayor
que en las capsulas o los homogenados. Lo anterior sugiere que la

modulacion del crecimiento pudiera incluir una inhibicién de la extension y
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ramificacién de las neuritas. Ademas la matriz extracelular parece inducir la
sintesis de moléculas de adhesién celular en la superficie de las neuritas, lo
que llevaria a su fasciculaciéon (Fernandez de Miguel, 1997).

La distribucion neuritica de las células AP que crecieron en capsulas y
homogenados crudos sugiere que la interaccion de la células con la matriz
extracelular modula la toma de decisiones acerca de la direccionalidad de las
neuritas. Este mecanismo pudiera incluir la organizacion del citoesqueleto en
la zona donde se origina el crecimiento. Las diferencias encontradas entre los
grupos de células sembradas en capsulas y en homogenados pudiera deberse
a la influencia del plastico o del vidrio en el patrén de las células sembradas
en los homogenados. Los patrones de crecimiento de las células AP en
plastico y vidrio, mostrados en la figura 11, apoyarian esta suposicién.

El que en el homogenado crudo se reproduzca el patrén de crecimiento
de las capsulas y del SNC, da la posibilidad de estudiar cudles son los
elementos del sustrato que participan en este fenémeno. Los resultados del
tratamiento de las capsulas ganglionares con tripsina, sugiere que los
elementos de la matnz extracelular gque median la adhesion y el crecimiento
de las células AP son moléculas de naturaleza protéica. La colagena parece
no intervenir en estos procesos. El cfecto caracteristico de la mezcla de
pro col y dispasa sugiere que la adhesién, en la punta de las
neuritas y el resto de las neurita y el soma, puede estar mediado por
aporta evidencia de la

moléculas proteicas diferentes y de nuevo,
participacion de varias o multiples moléculas en la regulacién del crecimiento

neuritico.
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El perfil electroforético de los homogenados de las capsulas mostré un
¥ o 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 sera
tratar de identificar el efecto individual de algunas de estas proteinas y su
combinacién en el patrén de crecimiento neuritico en neuronas cultivadas y
en el embrion.

Este trabajo se enmarca en un esquema general en el que se analiza
cOmMo una neurona crece y se conecta correctamente con sus blancos. Los
resultados presentados aqui contribuyen al esquema con la caracterizacion
cuantitativa de los patrones de crecimiento desarrollados en sustratos nativos
y al presentar evidencia que muestra la posibilidad de conocer los elementos
de la matriz extracelular que determinan el patron de crecimiento en el SNC.
Estas evidencias son la reproducibilidad del patron de crecimiento en las
capsulas ganglionares y en los homogenados crudos y de capsulas, y la
posibilidad de aislar y conocer los elementos de la matriz extracelular que

intervienen en este proceso.

Efecto del substrato en la formacion 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 sélo en
la capsula, mientras que las células .AE lo hicieron s6lo en Con A. Para
muchas neuronas de la sanguijuela en cultivo, el crecimiento en Con A esta
mediado por el azicar manosa en glucoproteinas de membrana (Chiquet y
Acklin, '1986). La falta de crecimiento de neuronas AE en capsulas

ganglionares sugiere la ausencia de moléculas promotoras del crecimiento que




unen manosa. En contraste, las células N no crecen en Con A pero si en la
matriz extracelular de las capsulas, lo que sugiere que puede ser otro azucar
el mediador de su crecimiento.

Al sembrar una célula AE en la vecindad de una célula N, sobre la
capsula, ambas células crecieron. Esto indica un efecto aditivo de la matriz
extracelular y el blanco en el crecimiento de las células AE, que por si
mismas no crecen sobre las capsulas. La hipétesis planteada para la induccién
del crecimiento entre estas células es que los componentes de la matriz
extracelular pueden inducir a la célula N a la liberacion de factores atractores
que activan el crecimiento de las células AE (Fernandez de Miguel, 1997).

El papel de los sustratos nativos es determinante en la morfologia
neuronal y en otros procesos tales como la induccion del crecimiento de las
células AE y el crecimiento dirigido de las células de Retzius y AP. En este
trabajo se probd si la matriz extracelular en las capsulas, también podria
determinar la formacion de la sinapsis quimica, semejante a aquella que
forman las células N y AE en el organismo. Sin embargo, la sinapsis formada
tanto en capsulas como en Con A fue cléctrica rectificante (De-Miguel y
Vargas, 1997), igual que en la Con A descrita por Vickickly y Nicholls

(1988). Lo anterior sugiere que los mecanismos que r lan el crecimiento y

1a formacion de las sinapsis son diferentes, al menos en este caso.

Las causas de que estas neuronas forman una sinapsis distinta a la del
animal, al ser sembradas en cultivo, aun se desconocen. En muchas neuronas
de la sanguijuela en cultivo, los atributos sinapticos dependen de la region de

la membrana que establece contacto (Liu y Nicholls, 1989). En este caso, la



region de contacto, no afecté el tipo de sinapsis formada. En el organismo, las
células N forman sinapsis quimicas con diferentes tipos de motoneuronas
(Nicholls y Purves, 1970), pero en cultivo forman sinapsis eléctricas, mientras
que las células AE forman sinapsis eléctricas con neuronas sensoriales al
tacto y a la presion, tanto en el organismo como en cultivo. Por esta razén,
parece mas factible que las células AE estén dirigiendo la formacion de la
sinapsis eléctrica en cultivo.

Permanece aun sin resolver si la formacion de la sinapsis eléctrica es
un paso preliminar durante el desarrollo embrionario y qué determina la
formacion de la sinapsis quimicas. Una hip6tesis sobre este proceso es que la
formacion de la sinapsis quimica es dependiente de la actividad eléctrica. En
este caso la estimulaciéon de la piel, ya inervada por la neurona sensorial N,
podria activar la sintesis del aparato de transmision de la terminal quimica.
Otra posibilidad atractiva pudiera ser que las seiiales anterégradas, producto
de interacciones celulares previas, pudieran definir la sinapsis correcta. Se ha
mostrado que la actividad eléctrica es necesaria para la formacion de los
patrones correctos de conectividad en ¢l SNC (Hubel et al.,, 1977, Shatz y
Striker, 1978) y que las sefiales anterogradas pueden alterar el crecimiento
neuritico y la distribucién de canales de calcio (Fermandez de Miguel et al.,
1992).
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VIII - CONCLUSIONES

1) El sustrato, en combinacién con la identidad neuronal, determinan el
patrén morfolégico de crecimiento neuritico de las células estudiadas AP, N y
AE.

2) Los elementos de la matriz extracelular en las capsulas ganglionares
determinan un patron bien definido de crecimiento de las células AP. La
similitud de este patrén con el que se presenta en el SNC, sugiere que los
elementos de la matriz extracelular en las capsulas ganglionares pueden ser

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

3) Los elementos de la matriz extracelular que median la adhesion y et
crecimiento de las células AP son de naturaleza proteica y parecen actuar de

manera concertada.
4) Aunque el sustrato promueve y regula el crecimiento neuritico de neuronas

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

regula la formacién de las sinapsis en cultivo.
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