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RESUMEN

En presénte trabajo se describen las caracterf{sticas del
crecimiento 1n vitro de células hipotaldmicas y cerebrales de fetos
murinos. Este registro de datos citoldgicos y de curvas de
crecimiento se podrin emplear como informacidn preliminar al montaie
de cultivos de células nerviosas como modelos in vitro susceptibles
al acceso y la manipulacion directa del microambiente cgelular. Entrz
lés observaciones importantes al considerar ei cultivo de estas
células como modelo de estudio se pueden mencionar las siguientes:

a) Los distintoes patrones de comportamiento celular estén
estrechamente ligados al grado de desarrollo in vivo del teiido usado
como fuente de cslulas nerviosas. Asi, se observa que la
susceptibilidad al proceso de cultivo de células dispersas depende
claramente . del grado de diferenciacién al que han llegado las
estructuras empleadas. Ya que el desarrollo fetal del hipotalamo ‘es’
mias temprano que el de estructuras corticales del cerebro, la edad
fetal a la que se obtiene 21 teijido hipotalamico es muy importante en
el desarrollo subsecuente in vitro. En cambio, el teiido fetal de
corteza cerebral es mds refractario al estrés de la manipulacidn vy
cracimiento in vitro.

b) Se distinguen dos comportamientos distintos de 1las cédlulas
gliales hipotalamicas 2n funcidn da su edad fetal. Al cer tomadas de
hipotilamos donde la maduracién neuronal se estd inictiando, las
células gliales se comportan como precursores inmaduros con gran
camacidad proliferativa y menor disposicidon 3 la diferenciacion

moriclégica. Si  las celulas gliales se toman de hipotalamos con 2



di1as mas avanzada la maduracion neuronal, epresentan cavracteristicas
de Precursores compromet idos, esto es, con menor cavacidad

proliferativa y mavor disposicion a diferenciarse. Particularmente

clara fue la diferencia entre aestos dos grupos gliales en respuesta

al medio condicionado homélogo te.g. medio condicionade por cultivos
del mismo origens. Las <células gliales mas iamaduras respondtan

inhibiendo su actividad eroliferativa principalimente. En <z2mbio, las

ceélulas gliales de mayor edad respondian con una mayor diferanciacién
morfologica.

cJs El medio condicionado homélogo aumenta l1a sobrevivencia y el

desarvollo de neuromas cerebrales e hipotalamicas. Huy probablemente

las células vrvesponsables por este acondicionamienio microambiental

son las células astrogliales. La interaccidn trofica neurono—-glial en

hirotidlamo posiblemente es importante en la expresion de 1a Hormona
Liberadora de Tirotrofina {TRH), si no como wuna condicidn

‘instructiva, por lo menos como una condicidn permisiva.
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1. INTRODUCCION.
1.1 OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO.

En’ el laboratorio se pretende gstudiar los aspectos bicauimicos

de la expresion ¥y metaholismo de péptidos neuroactivos en el Sitema

Hervioso Central. Particular énfasis se ha puesto en el estudic de la

neurosecrecion y biosintesis de dos péptidos hipotalimicos: 1a

Hormona Liberadora de Tirotrofina (TRH» vy la Hormona Liberadora de

Sonadotrofinas {GnRH). un tripéptido y un decapéptido.

respectivamente. Se ha demostrado aue estas hormonas tienen una aran

importancia en 1a funcidn neuroenddcrina a través del eje

hipotdlamo-hipofisiaric. En la busqueda de un modelo donde estudiar

la regulacién de la biosintesis, se consideré el desarrollar técnicas

de  cultivo dadas las mualliples ventaias que estos sistemas in vitro

ofrecen. En la tesis del Bidlogo Jose Luis Redondo (1983},

desarrollada en este laboratorioco. se describen los primeros esfuerzos

en la optimizacidn dé un sistema de cultivo primario de células

disesrsas., obtenidas de hirotdlamos embrionarios de ratén. Glilizando

Radio—inmune-ansayos especificos, se monitored la expresisdn peptidica

in vitro. En adelante solo se haird mencién de los resultado§ sabre

TRH. del cual se obtuvo mds informacidn. Fue posible datectar niveles

altos de TRH (mas de SO pg por hipotalamo equivalente in vitro) en

cdlulas cultivadas hasta por dos semanas, 5i se frenaba la

proliferacidn celular con citocin-arabindside, Sin embavao, los

valores del tripéptido detectados adolecian de una gran variabilidad.

"En un grupo grande de cultivos hipotalamicos, aproximadamente un

tercio presentd un desarrollo neuronal decepciconante, con gran

-1 -




INTRODUCCIGRN

pérdida celular., En estos cultivos no sz detectd TRH iatracelular. En
cambio. en los cultivos restantes se logro una schbrevivencia neuronal
satisfactoria 1por observacicnes microscédpicas a contraste de fases).
En la witad de este cubgrupo se detectaron niveles de TRH

intracelular que variaban en un intervalo de SO a 1000 pg por

hipotdlamo equivalente in vitro. En la otra mitad no fue posible

detectar ¢l pdplido. Estos resullados nos instaron a definir
condiciones de desarreollo in vitro favorablas a 1las neuronas
hipotalamicas en general, y a las neuronas peptidérgicas en

particular.

fictualments, se sabe de 1a importancia que wvarios factores
celulares y hormonales tienen sobre el desarrollo nervioso. En el
Sistema Nervioso Central., las células gliales parecen estar Jugando
un  papel importante en la diferenciacidn neuronal. Ho obstante, el
sobrecrecimiento glial que se obtiene bBbale ciertas coadiciones in
~vitro wva en detrimento de la poblacidén neuronal; el estado de
diferenciacion obtenido pPor 1la poblacisdn glial pudiera también
repercutir sobre la funcionalidad nerviosa. En el presente trabalo se
Analiza el desarrclle de ambas pcblaciones bajo distintas condiciones
de crecimiento. De esta manera, se pretende tener un registro del
comportamiento y caracterfsticas de 1las distintas poblacfiones
caeluldares en estos cultives como un paradigma en el diseno de
cultivos particulares encaminades a la solucidn de problamas
especificos. Las variables del crecimiento in vitro que se analizaron
son la siguientes:
i) C€recimiento de células nerviosas tomadac de dos regiones
distintas del cerebro: hipotidlamo y ldébulos frontales.

1i) EBfecto de 13 inclusién de un agente antimitdtico en el mech
sobre el desarrollo celular.
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iii) Densidad de siembra: crecimiento a Huy Alta Densidad
celular (4x10-5 celsem2s, Alta Densidad celular (1x%x10-S cel/em2), y
Baja PDensidad celular (0.3x10-3 cel/cm2).

iv) Crecimiento en praesencia de madio condiciconado hom&Slogo.

v) Grecimiento en presencia de distintas proporciones de suero
en el medio.

vi) Crecimiento de celulas procedentes de embriones de dos
edades fetales distintas.

El desarrollo y crecimiento celular se siguié por observaciones
microscdépicas a contraste de fases, y por la determinacidn de las
curvas de crecimiento. expresadas como valores totales de 4cido

desoxiribonucléico (DNA) y proteina. La repercusién que las variables

mencionadas pudieran tener sobre el desarroclio neuronal peptidérgico

”»

en cultivo se monitored por Radic-inmunc-cneays contva TRH, midiendo

el contenido celular del pésntido.

FPara situar el avance logrado en el =studio de células animales
utilizando técnicas de cultivo in vitro, se mencionaridn algunos
aspectos historicos sobre asta tecnologia de vectente florecimiento,

especialmente 2n el area de la neurobiologia.
1.2 AHTECEDENTES.
Cultivo de células: la tecnologfa.

Desde su nacimiento en 1907, cuando Harrison cultivé por primera
vasz un gxplante de tubo neural fuera del organismo y sobre un
cubreobletos, el cultivo celular in vitro abrid un caritulo nuevo en
el acervo de técnicas disponibles para la investigacién bioldgica de
células  animales. Cﬁmo en toda nueva tdcnica, surgid de &sta una
prolifaracién de metodologfas tan particulares como los mismos
invesiigadores que las disenaban. perfilindose asi un arte mas aque
una técnica analitica. Frecuentemente, 1los cultivos consistfan de
explantes atrarados en codgulos y mantentidos em plasma., entre un

—3-
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cubreobietos invertido sobre un portacvbijetos con una depresiédn
circular  (camara de Haximow). Ro fué siro hasta los trabajos de

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

1la aplicacidn del cultive celular a la biologla experimental,

utilizando coiagulos. sueros y extractos de

teiidos an el
mantenimiento y propagacion de células de vertebrados. Estos
procedimientos sentaron las bases para una amplia gama de

investigaciones en 1los siguientes anhos (Carrel, 1924). Empero, la

técnica desarrollada hasta entonces era demasiade laboriosa, y el uso

de medios complejos y de composicidn indefiaida obstaculizaba

estudios analiticos.

En la década da los SOs, anmarecieron técnicas de cultivo basadas

en 1a siembra de células dispersas. Se definieron asf varias técnicas

de cultivo con caraclieristicas propias a su desarrollo y aplicacién,

a saber:

Cultivo de organo: Un drgano o fragmento da OSrgano es cultivado
conservando la histologta original del drgano in vivo.
Cultive de células: Células dispersadas por via enzimdtica, mecdnica
o auimica se cultivan como suspension o sobre un sustrato sélido

.. la swuperflcie de vidric del recipientel. El ¢ultivo puede ser
primario o de una linea celular.

Cultivo primarin: Las células cultivadas proceden directamente de un
organismo, sin ninguna subcultivacidn in vitro.

Linga Celular: Propagacién de células después de 1la
subcultivacidn. La linea celular puede ser continua (e.g.
finita te.g. células somidticas diprloides).

pPrimera
tumoral) o

Cultivo Histotipico: Reasociacidn da las células
tridimensionales reminiscentes de
1lamado cultivo de telidol.

en estructuras
un tedjido en particular (también

Dos ramas =n la investigacion biomédica diercn el principal

tmpetu al desarrollo de matodologfias de cultivo como una tecnologta

sofisticada y precisa: la produccidn de wvacunas antivirales vy i1a

- -
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comprension de los procesos neopldsicos. Fué posible producir grandes
cantidades de células bajo condicioness controladas sara andlisis
bioquimico. Poco después, en la década de los 60<., técnicas de
fusion celular permitieron grandes avances en estudios in vitro de la
gendtica de células somdticas (Sorieul y Ephrussi, 1961; Littleftield,
1904: Harris y UWatkins, 19653. aGsimismo, en 1975 esta inovacidn se
utilizo en la produccion de hibridomas: linfocitos B transformados
por  fusion con cdglulas tumorales de mieloma (Kohler y Hilstein,
19735. El hallazgo did origen a toda una nueva tecnologia para la
gproduccién de  anticuerpos monoclonales, con  aplicaciones no solo
dentro de la Inmunologta. rama de estudio donde fud generada, sino
ademds en muchos otros campos. La explosidn del uso y aplicacién de
metodos de cultivo desde entonces llevd a la estandarizacién de los
elementos para el mantenimiento celular in vitro (medios, sueros,
antibidticos, etc.s as: como del equipo necesario irecipienies de
cultivo, incubadoras. campanas de flujo laminar. etc.). Actualmente
1a meta 3 alcanzar en lo que concierne a esta metodologia es la
comrleta definicion quimica del medio de cultivo para la obtencidn y
méntenimiento tanto de lineas celulares como de células diferenciadas

{Barnes ¥y cols., 1984a).
El desarrollo celular in vitro.

La agresion que sufre un tejido diferenciado en el proceso de
disbersién repercute dramiticamente en la viabilidad de sus células.
Uavios_ eventos salectivos operan para la obtencidén de alguna
poblacion en particular. Cominmente, sobreviven solo aquellas céiuias
con capacidad proliferativa y de adaptacidn a las condiciones in

vitro (tipo fibroblastos: Freshney, 1983). Se ha optado por utilizar

-5
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ted idos mas inmadurces {e.g. fetales), ya que estos  son mas
resistantes al estrés de la manipulacion y siembra. Sin embargo, en
mucihas ocasiones queda por demostrar el paralelismo entre el
desarrolloc 1n vitro e in vivo. 4un en cultivoe primarios de células
de teiido adulto existen varios “compartimientos® d=z células
correspondientes a los distintos rangos dentro de una genealogia
particular. Basicamenie se pueden definiv tres <c<calogorias o tipos
celulares dentro de los componentes de cualquier teijido:

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

Células worecursoras comprometidas: con potencial proliferativo
limitado y relativo a las circunstancias, dan origen a un fenotipo
particular bajo condiciones apropiadas (*induccida®").

Células diferenciadas maduras: usualmente postmitoticas (sin
capacidad proliferativa, y dg fenotipo completamente diferenciado.

Es muy comun que las condicionss in vitro seleccionen a3 los
tipos caelulares inmaduros dentro de wuna mwmisma serie genealdgica,
particularmente en base a sus capacidades proliferativas. como por
eiegmplo las ceélulas precursoras, con la subsiguiente pérdida de los
mavcadores de diferenciacidn en el transcurso del cultivo. Sin
embargo es posible tener condiciones baijo las cuales se recuperaﬁ

estas caracteristicas diferenciadas ipara referencias ver Freshnuey,

1$83).
El cultivo celular en la neurcbioloata.

Ross §6. Harrison (19075, a quien se le considera =21 inventor del
cultivo celular. utilizo esta técnica con el unico fin de demostrar
el origen de las fibras nerviosas., y dar termino a una controversia
sobre este asunto. Harrison pudo observar el desarrolio de las
neuritas como la elongac{dn de fibras individuales (axones’} hechas de

-y -
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extensiones protopldasmicas con un extremo distal de mayor. tamano qua
el didmetro de la fibra, y con maltiples y finas prolongaciones (cono
de crecimiento,. Esta estructura protosldsmica estd en continua
extensidén y retracciédn, sugiriendo movimientos ameboides, y es
responsable de la extensiédn y alargamiento de la fibra axdnica
(Harrison. 1%07,. Una vez establacido lo anterior, ecste investigador
no se ocupd de explotar las aplicaciones de 1la axplantacidn in

vitro.

Varios anhos despues, Nakai (1956) inicia la stiembra in vitro de
células dispersadas de tejido nervioso. En trabajos posteriores, la
idea detras de este procedimiento residfa en ohtener poblaciones
alsladas de los distintos tipos celulares (neuronal y gllal) para el
estudio de sus caracteristicas bicléglcas particulares y su posible
relevancia en las interacciones entre los diversos tipos. EY
descubrimiento y aislamiento del Factor de Crecimiento Nervioso CHGF 2
permitié el desarroilo de cultivos de neuronas del Sistema Nerviocso
Feriférico por tiempos prolongados y avin en ausencia de glfa (Varon y
Adler, 1980;. Sin embargo, el cultivo de oneuronas del Sistema
Nervioso Central ha tenido menos €&xito. Los cultivos mixtos de
neuronas cantrales y neurcgltia dan paso a la gran capac idad
proliferativa de ésta ultima y terminan en poblaciones enriquecidas
en astroalia. Las neuronas, bado estas condiciones, no schreviven por
mas de 10 dias en cultivo (Sensenbrenner, 1977). Utilizando estas
praparaciones, se ha logrado obiener bastante informacidn sobre la
fisiologta del astrocito y su importancia en la funcién nerviosa
wBalz y Hertz, 1983). Solo vecientemente se empiezan a reconocer
factores tréficos para neuronas centrales (Varon y cols., 1984;
Huller y cols., 1984). y su caracterizacidén y aislamiento

-7
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representara un gran avance en 21 estudio in wvitro del Sistema

Hervioso Ceantral.

1.3 ONTOGENIA DEL SISTEMA NERVIOSC CENTRAL.

TDurante el desarrollo embrionaric en vertebrados. surge del

ectodermo primario una zona de ta cuatl

se derivara ‘todo el Sistema
Rervioso: 1a prlaca neural o neuroectodermo. Esie epitleclic sufra una
invaginacidén a todo lo largo, definiéndose un <canal neural y las

crestas neurales (Fig., 1.1). La invaginacidn neurocepitelial procede

lasta aue los bordes se fusionan formando un tubo neural, del cual se

desarrollardn las vesiculas del Sistema Hsrvicse fantral (SHC). Las
uéiulaﬁ de las crestas neurales, que a su vez quedaron dorsalmente

entre el tubo neural y el gctodermo {(Fig. 1.1), migran para dar

origen, entire otras cosas,

al Sistema Hervioso Periférico (SNF). Una

caracteristica importante del epitelio del tubo neural
(neurovepiteiio) es una clara distincion ragional a lo ancho de éste.

LA zona mas cercana al lumen es la =zona germinal (e.g. donde  se
realizan las divisiones celulares).

Esta zona, por estar adyacente a

10 sue luego serdn 1os ventriculos cerebrales y el canal central de
la espina dorsal, es llamada =zona ventricular. En la parte mas
superficial 2stda la zona marginal, dslimitada por una membrana basal
erterna, donde se encuentran procesos celulares princiralmente. Las
celulas individuales cruzan toda la extensién del neurocepitelio, en
contacto con la membrana externa y unidas entre si en la superficie
interna por barras terminales (Fig. 1.2). El ciclo celular en el

nauroepitelio vacién formado procede de acuerdo al msquema pPropuesto

POr Sauer en 1235 (Fig. 1.3). La metafase en la zona ventricular es

seguida por una telofasé ¢ interfase tamprana con desplazamiento del

-



cresta

® notocorda ®

. i canal neural
zona intermedia

ectodermo . de cresta neural ganglio dorsal
tubo @
® o neural ® =
Figura t.1.~ Dibujo esaquematico de secciones a través de embriones a
varias cedades consecutivas, mostrando la  formacion de las crestas
neurales, el canal neural vy =l tubo neural (tomado de Y'Hedical

Embryology* de J. Langman. 1%75. pp 31%. Uilliams & Uilkins Co.).

memb rana
c&lula pial Timitante
externa

neurobiasto

célula
neuroepitelial

DNA

célula
neurcepitelial
en mitosis

barras terminales

Figura t.2.- Dibuio de una seccidn a lo ancho de la pared del tubo
neural. La mayor parte de la pared consiste de células
neuroepiteliales en mitosis o© en sintesis de DBNa. En la parte
superficial, adyacentes a 1a membrana limitante externa, se
encuentran las neuroblastos en proceso de diferenciacién. (tomado de
*Hedical Embryology® de J. Langman, 1975, pp 324, Uilltams & WUilkins
Co.J.
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nucleo hacia regiones mas superficiales en el neuroepiteiio. La
interfase tardia y la erofase se r=alizan al mismo tiempo que el
nucleo regresa a zonas internas. al llegar a la zona ventricular, la
célula wplierde contacto con l1a superficie externa y se redondaa para
iniciar un nuevo ciclo celular (Fig. 1.,2)., El primer tipo celular
vroducido es el neuronal. Los precur sores neuronales permanecen sin

actividad mitética an la zona ventricular. Estas células

rostmitdticae migran fuera de

1a zona wventricular para formar una

zona intermedia o zona del manto. As{. en etapas mis avanzadas del
desarrollo del SHL, se pueden distinguir tres zonas principales: la

con las células germinales; la =zona intermedia o
zona dal manto, con neuronas Jévenes en migraciédn; y la zona marginal
(Fig. 1.4). dasimismo, la neuroglia surge de cdlulas que han migrado

fuera de 1a czona ventricular. Sin embavrgo, el #erecursor gltal
{gliohlasto} conserva la actividad mitética, ya sea en la zona

fntarmedia o en los tractos (fibrosos y comisuras. En 1la corteza

cerabral, los glichlastos forman una zona de actividad proliferativa

adyacente a la zona ventricular, llamada zona subventricular (Fig.

1.4). En todas las regiones del SNC en general, las neuronas son

producidas antes que sus células gliales asociadas. Ademdas,. la
proltferacion de 1a neuroglfa estd relacionada con 1a diferenciacion
y crecimiento de las neuronas. Esta vrelacidn es mis diftcil de
oLservar en vegiones con un perlodo extendido de produccidn neuronal

(como la corteza cerebral y el cevebalo). No obstante, ain en astas
rvegiones ustia claro que las primeras neuronas aparecan siemerve

antes
que las primeras células

glialas {(para m&s detallas

sohre esta
seccion ver Jacobson. 1978).
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Ontogenia de los tipos celulares en el SHC.

Dentro de la investigacion en la antogenia del Sistema Hervioso,

ha sido posible obtener bastante informacién sobre la ontogentia de

difereatey tipos neuronales en el SHC. Estudios ultraestructurales vy

de autoradiografta han coadyuvado en forma imsortante al avance del

conccimieato en este campo. Sin embargo, el estudic de ta ontogenia

neuroglial ha sido complicado por =21 hecho de que existe un gran

retlraso entre el momento de origen de las celutas gliales (e.g.

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

‘f{e.g. diferenciacidn). BaJdo estas circunstanclas, la proposicidn de

un esquema gunealogiceo global de los tipos celulares en el SNC ha

s ido motivo de muchas aspeculaciones. En muchas especies de

mamt feros el tipo neuronal del SNC es originado erincipralmente en

periodns praenatales (con excaepgidn del

cergbelo, donde las células
granulares continuan siendo mitéticas despuéds del nacimiento)

(Jacobson, 1%78). FPFor otra parte, se ha puesto de manifiesto un

patrdn de produccién glial (Privat v Fulerand,

1977) con dos peviocdos

distinguibles de proliferacidn terminal (e.y. Gltima divisién
‘celular)d: el primaro, de 1la astrvoglta, aue ‘'es determinada
prenatalmente y se extiende a periodos postnatales variables.

dependiendo de 1la regidén. y el segundo, de la oligodendroglia, qQue es

preponderante duespuds del nacimiento, Yy Qque sugiere ta fuerte

dapendencia sntre la maduracidn de egtas células y el desarvollo de

vias nerviosas (axonas). En ambas poblaciones se puaden chservar

varias etapas de transicidén en el proceso de migracién y maduracidn

final (para revisidn ver Privat y Bulcrand, 1977). Ilustrando lo

anterior, 2n un estudio de incorporacién de timidina tritiada duraante

todo el periodo prenatal de 1a vata se muestra que en corteza

_lo_
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cerabral ts semanas despuds del nacimiento solo 207 de leos
vligodendrocitos totales incorporaron la marca radiocactiva, mientras

que mas del SO0X de astrocitos y el 100% de neuronas resultaron

marcados (Haas y cols., 1970).

Por lo tanto. el esquema basico de produccidén celular en el SRC
consta de wun periodo inicial de produccidn neuronal, seguido (con
etaras de traslape varliables) por periodos de produccién glial,
dominado Primero por la astroglia y postieriormente gpor 1ia
oiigodendroglxa. Este patron general sugerfa una genealogfa donde las
células ventriculares primero dartfan ovigen a los Rrecursores
neuronates (neuroblastos) para después cambiar la determinacion hacia
{es precursores gsliales {(glioblastos). Estos Gltimos a su  vez
seguirtan una detarminacion secuencial originando oprimero a los
precursorzs  de astroglta (astroblastos), y subsscuentemente a los
precursores de oligodendroglia {oligodendroblastos). Fuldita (1968)
habta propuestc la existenciza de un precursor comin del cual sé
derivaba worimero la poblacién neuronal. Una vez terminada la
neurogenesis, el precursor sufria un cambio que lo transformaba en
glioblasto, para derivar finalmente en célula ependimal. Sin embarge,
un  estudio combinado de microscopfa electrénica vy §ptlca con
inmunociteoquimice contra la proteina acidica fibrilar de glfa (GFap),
un marcador especifico de astroglta, mostrd la coexistencia de
precursares astrogliales y neuronales durante la neurogénesis (Levitt
y cols,, 1981), lo cual demostiraba una determinacién temprana de los
precursores astrogliales, y por otra parte que éstos expresaban un

marcador de diferenciacién antes de la dltima divisidén celular (Fig.

1.5).
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Figura 1.5.~ Teorias sobre a1l origen de los tipos neuronales y
gliales. (a) Inlcialmente, U. His habta propuesto hace alrededor de
un siglo que les tipos neuronales y gliales estaban completamente
separados; g9, célula germinal; s, espongioblastos. (B) La sugersncia
de A, Schaper fué que estos dos tipos celulares son originados por un
solo precursor, que se divide despugs de migrar fuera de la ‘zona
ventricular. () La aplicacion de 1la autoradiograffa de timidina
tritiada 1lleve a §. Fuilita a concluir que las células con capacidad
proliferativa dan origen primero a las neuronas (1) y, posterior a la
neurogenesias, a las células gliales (2). (DY La capacidad de
demostrar la oresencia de la protefna fibrilar acfdica de glfa. un
marcador celular especifico de g9lfa, proveyéd evidencias para la
orpinicn actual de que los precursores nerviosos y glicles coexisten
en la Zona ventricular desde etapas muy tempranas en el desarrollo
(modificado de Levitt y cols., 1981).
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1.4 ONTOGENIn DEL SISTEHA NERVIOSO IR ViITRO.

La evidencia histolégica discutida anteriomente brinda un
esquema sobre la diferenciacién del teldido nervioso en el desarrollo
normail in vivo. El abordaie directo al estudio del desarrollo de los
tipos gliales y neuronales ha sido posible gracias a las técnicas de
cultivo. No solou se puede ocbservar directamente la dinamica de la
determinacion celular, sino que ademds s pueden aislar y
caracterizar las condiciones y estimulos ambientales que controlan
estos procesos., Una investigacidn bibliogréfica fué pertinente para
defintr un marco metodoldégico y conceptual dentro del cual ce sueda
gstructurar el disefio de modalos de la funcida nerviosa utilizando
cultivos celulares. Esta informacion se hace mds necesaria en cuanto
que regularmente los elementos celulares con l1os cuales se parte para
el cultivo in vitro son células relativamente inmaduras (fatales o
postnatales). La revisidén bihliografica presentada a continuacion no.
pretende ser exhaustiva, sino que proporcione un bosqueljo del avance
actual en el drea de la neurcbioliogia dsl desarrollo (para una

discusion mas amplia., ver la revisidn de Jacobson, 1985).

El resultado de cultivar células de teiidos inmaduros dependera
fuertemente de las condiciones in vitro vy de la composicidn celular
sobreviviente. Este ultimo punto es de gran relevancia al estudiar el
origen de 1os distintos tipos celulares. Es posibie partir de una
suspensidn celular compuesta por una proporcién delerminada de tipos
ce;ularas. 1a cual s=2a alterada en el transcurso del cultivo sor las
condiciones in vitro. va sea: i) seleccionando a favor de alguan  tipo
en especial, pero sin modificar las caracteristicas celulares de éste

(condiciédn selectiva), o bien ii) promoviendo 1la determinacidén
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celular hacla un tipo a partir de sus precursores. (condicion

instructival.

Ilustrando el primer caso, se ha observado que al cultivar
células. embrionarias de teiido nervioso. es de gran importancia 1la
edad del embridon que se utiliza. Cultivos de células dispersas de
pollo de S a 12 dfas de gestacion producen poblaciones mixtas de
neuronas y glfa a las dos semanas in vitro. Las neuronas de 14 a 19
dias de gestacion degeneran durants la primer semana en cultivo, para
dar pasv a la poblacién glial que ya en la segunda semana es la

eredominante (Booher y Sensenbrenner, t1972),

Para el_ segundo caso, es necesario conocer la capacidad de una
célula inmadura de seguir una rama genealdgica in vitro como se logra
in vivo. Fedoroff (1977) ha observado que las células de neocorteza
sembr adas a muy baja densidad forman colonizs discraetas con
moriologias muy particularas. de las cualas se han idestificado &
tipos de colonias, y por microcinematogravia ha sido posiblé
establecer la dinamica del desarrollo e interconvevsién de los
distintos tipss. Tsta estrategia da una medida in vitro del potencial’
wroliferativo de los compartimientos celulares en el teljido nervioso.
La capacidad de formar colonias disminuye con la edad del teiido
(Fedoroff. 1977). De aespecial 1aterds son tres tipos de colonias, que
muy rosiblemente representan 1la respuesta de ciertos erecursores
celulares al desarrollo in vitro, las colonias A, B y C. A medida que
1]l tedido subventricular utilizado es de mayor edad poslnatalf
disminuye la frecuencia de colonias A obtenidas in vitro., La
ultragstructura de las células de colonias A muestra una graﬁ

similitud con la de cdlulas subventriculares, lo que apoya la ides de

—l‘)_
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identificar a las céiulas de colonias a

como- células

subventriculares. Despuds de dos semanas e€n cultivo las colonias tipo
# dan origen a colenias tipo C. Estas a su vez pueden eroducir

colonias tipo B (Fedoroff, 1980).

Jurante la primer semana, las colonias formadas 1in| vitro oo
cambian su  tipo de morfologfa. Esto hizo posible gstimar 1s
Proporcidn de los diferentes tipos celulares en el | teiido en
desarrollc in vivo. a partir de la frecuencia de las colonias
formadas in vitroc., rasmactivamente (Fedoroff, 1980). Los datos
sugiaeren que tas células de coilonias € resrvaessntan alipblastos que
corregsvonden a  los pPreacursoves emigrando fuera de la zona
subventricular hacia =zoenas mas superficiales en la negcorteza. La

capacidad de induciv una morfologia caracteristica da agqtrocitos al

tratar a estas cé¢lulas con un andlego de AHP-ciclico peymite suponer

que han sido epredeterminados como astroblastcs antes o durants al
peviodo inicial de cultivo. Llama especialmente 1a atgncidn como la

secuencia de aparicion

in vivo de estos tipos celulares se puede
reproducir en pericdos prolongados in vitrvo (a.g. mds de una semana;
Fedoroff, 1980).

Fedoroff (1980) postula una genealogtla glial en 14 neocorteza de

voedores y aves donde incluye un rango mas en los ¢ompartimientos
celularaes: las células progentitoras, con potancial erpliferativo mas

amplioc aque el de las células precursoras pero con ppsibilidades de

diferenciacidén mas restringidas que las células madre, Bn base a 1o
anterior, la genesalogia in vitro & in vivo se puede relacionar como

sigue:
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Colonias P: «élulas ventriculares (células madre o progenitoras
primitivas, posiblemente pluripotentes), ovbtenidas de embriones muy
Jjovenes: dan origen a colonias 4. ’

Colonias a: células subventriculares, corresponden a los glioblastos
itprogenitores gliales’: dan origen a colonias C.

Colonias C: células corticales migratorias, corresponden a los
astroblastos iprecursores comprometidos’ y pueden ser transformados a
astrocitos diferenciados por tratamiento con dibutir{1-AHP-ciclico.
Colonias B: c#£lulas senescentes, orobablemente artefactuales eomo
raespuesta a las condiciones in wvitro; surgen de ccolontias €, y
representan células en decadencia que no pudieron continuar con 1la
diferenciacion terminal.

. Un aspecto notable en este trabaio 2s la ausencia de la rama

oligodendroglial, ya aue en los resultados mencionados no se pudieron
distinguir colonias de cslulacs semeiantes S Ho
fue eosible determinar si las células tipo A tenfan la alternativa de
generar precursores de oligodendrocitos, o si aun en esta etapa de
inmadurez celular la determinacién astroglial era ya irreversible. Es
rosible que las células a en realidad representan células
progenitoras o glioblastos cén ambas alternativas de diferenciacidén
terminal, pero que sin embargo las condiciones in wvitro de alguna
manera hayan canalizado la progresién genealdgica hacia sole una de
las ramas. Por ¢l contrario, existe también la posibilidad de que las
células A sean glioblastos predispuestos a la via astrocftica, y que

los glioblastos alternativos no sobrevivan alguna etapa del proceso

in vitro (por ejemplo, el pegzdo al plastico; Fedoroff, 1980).
Inmunoci toquimica ¥y la genealogfa nerviosa =2n el SKC.

"La optimizacisdn de técnicas inmunocitoauimicas desarroiladas en
los dltimos aflos para la caracterizacidén de células in vitro ha
mostrado ser una herramienta muy poderosa en la identificacidén

especifica y directa de varios tipos celulares (para referencias, ver

-15-
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Raff y cols.., 1979). A través del uso de antisueros contra distintos
marcadores celulares. ha sido posible delinear wuna baterf{a de
marcadores espectificos pPara las c<élulas nerviosas (Raff y cols.,
1979). Da especial interés para la eresente introduccién son aquellos
aue permiten identificar de manera precisa a los distintos tipos de
c€lulas nerviosas centrales., entre los cuales se pueden mencionar:
saliaciocerdbrdsido (GCr, princiral componente glicolipido de 1la
mielina ¥y marcador aeaspecifico de oligodendrocitos; ganglidsidos
especificos de neuronas. los cuales actuan como ligandos de la Toxina
Tatdnica (TT): y finalmente. la proteina acfdica fibrilar de glfa
(GFAP), especifica da astrocites, Los dos srimeros son marcadores
extracelulares, y el ultimo es intracelular. Se ha wvisto que en
cultivos fetales y neonatales de caerebro de rata, la identificacidn
de diversos tipos celulares in vitro sigue un curso temporal paralels
a su identificacion in vivo. Abney y cols. (1981) encontraron que al
caracterizar por inmunocitoauimica & 1la células en cultivos de
cerebro de 10 (E10) o de I3 (E13) dias de gestacion, el intervalo de
tiempro que transcurrta antec de la primer aparicién in vitro de un
tipo celular aspecifico reflejabz ficlmante el intervalo necesario
Prara su aparicion in vivo., en suspensiones celulares del cérebro
fetal o neonatal correspondiente. Con esta metodologta, se
determinaron las fechas de primer aparicidén durante el desarrollo
cerebral in vivo (0 con el periodo in wvitro correspondiente) de
ngurenas (TT+, <=Ell), astrocitos (GFap+, E15~16), ce¢lulas
ependimales (E17-18) y oligodendrocitos (GC+, 2-2 postnatal), entre
otros tipos celulares. Los autores sugieren que la determinacién
hacia los tipos nerviosos estudiados estd dada antes de EIO en el

cerebro de rata. Las células se diferencian de acuerdo a un ralod

~16—



INTRUDUCCION ONTOGENIA IN VITRO

biologico. el cual no se ve afectado por el transplante in vitro, ni
por la dispersion del teJjido. Esto indica que dicho reloj puede
residir dentro de la misma célula en cuestidn © en’ alguna de sus
vecinas, sin necesidad de invocar un mecanismo de {informacidén
nosiciénal en la diferenciacidén de las células nevviesas (abney vy
cols.. 158l). Una caractertistica melodoldgica importante de estos
cultivos es 1a alta densidad de siembra empleada (>10~S células/em2),
que promueve la rapida reagregacién celular (<24 hrs.) ¥y la

qonf!uencia no neuronal (4-46 dias in vitroj.

El reirasc de varies difas en el desarrollo in vitro de 1a
secuanclia genecaléagica astroglial con respecto a la secuencia in  vivo
observada por Fedoroff (1980), probablemente estd relaclionada con la
Laiisima densidad de siembra utilizada con el fin de localizar
colonias celulares pequenias. Este paradigma limitarfa la interaccién
celular dentvo de la misma, colonia y hace muy improbable 1la
interaccidn con células de otras colorias. No obstante, solo la
temporalidad del desarrolio parece estar afectada, no as{ el orden de
la secuencia (Fedorof{, 1980), sugiriendo guas, al menos para 1a rama
astroglial, el reloi bioldgico reside en la célula nerviosa
praedeterminada. y si bian el estrés del crecimiento in vitro ouede

retrasarlo. no lo detiene completamente.

" En 1966, Shein ‘estudis la composicién celular de cultives de
‘células dispersas de cerebro fetal humano utilizando técnicas de
tincién clésica y microscopia de luz. A pesar de las limitaciones de
este procedimiento., sus preparaciones histolégicas le permitieron
concluir que los cultivos consistian de oligodendrocitos inmaduros

(espongioblastos) sobre una alfombra de astrocitos. Esta segregacién

-17-
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de los dos tipos gliales en cultivos erimarios de células dispersas

paso desapercibida por mis de una década. Ea 1978, HcCarthy

y de

Velli{s obserwvaron que cultivos de células cerebrales sembradas a alta
densidad est aban compuestos por poblaciones mixtas de oligodandroglia

y astroglia al final de la primer samana. Durante este periodo

inicial in vitro se perdtia la poblacién naeuronal, quedando una

roblacién de células paegueflas, oscuras al contraste de fases y con

Procesos cortos. descansando sobre una alfombra confluente de céliuias

transparentes. Uiltraestructuralmente, la Primer poblacién se

asemedaba a oligodendrocitos inmaduros, y la segunda a astrocitos

tnmaduros (GFap+). Estos autores diseflaron un procedimiento para

separar las poblactiones glialas en base a su segregacidn |
cultivo (HcCarthy y de Vellis, 1980). Una agitacion moderada producia

suspensiones de oligodendrocitos, que podfan ser subcultivados hasta

lograr poblaciones casi puras de oligodandroglita, a Juzgar por la
morfoiogia y por marcadores enzimidticos especfficos. La alfcombra de

células adheridas a su wvez PpProducian cullivos purificados de

astroglia en subcultivaciones posteriores. Un aspecto interesante del

comportamiento celular in vitro es que los resultados son éptimos con
tedido neocnato de rata, de donde es mas probable perder la poblaciodn

neuronal {situacion similar en aves). Ademés, es necesario mantener

al minimo la posible contaminacién astroglial en los cultivoes de

vligodendreocitos, ya qua dstos ultimos estan en notable desventaia

frente a los astrocitos en cuanto a capacidad proliferativa. Las

células del cerebro neonato de rata aparentemente ya estaban

daterminadas a ser uno u otro tipo glial: era posible observar el

desarrollo indepandiente de las dos clases morfologicas de células en

el periodo inicial del cultjvo. Solo si se utilizaba cerebro fetal

-18-
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2ran necasarios de 7 a 10 dtitas antes de poder discriminar la

poblaciéon oligodendroglial de la alfombra astroglial (HcCarthy y de

Vellis, 1980).

Unos anos despues, en una serie de articulos, Raff y cols.

presentaron varias piezas de informacién que wvan integrando un

esquema claro sobre la genealogta en el SHNC, particularmente con

referencia a 1a glta. Bstos autores wutilizaron el antisuero

monoclonal A2B3, que estd dirigido contra wun polisialoganglidsido

(Eisenbarth y cols., 19797 ¥ el A4, cuyo ligando ne ha sido

caracterizado atin (Cohen y Selvendran, 1981), ambos antisueros contra

marcadores de  neuronas centrales. Su  intencion inicial sva de

emplearlos para eliminar la poblacién neuronal en cultivos

embrionariocs y asti determinar 1la dependencia del desarrolloe ¥y

diferenciacién oligodendroglial sobre la presencia de neuronas. Los

antisueros no cruzan con oligodendrocitos maduros (Abney vy cols.,

1983). Lo que se encontrd {fué que los oligodendrocitos inmaduros

(GC+) tienen la caracidad de psgar ambos antisueros, as{ como la

toxina tetdnica. Hais aun, el precursor GC— es a su vez A2B59+, 44+ y

Tr+, marcadores que pierde al proceder con la diferenciacidn

oligodendroglial. La determinacidén final del precursor ambrionario

hacia 21 oligodendrocito es un evento independiente de la prasencia

nauronal (abney vy cols., 1983). Un hecho de gran interés fue el

descubrimiento de que este precursor oligodendroglial a2BS+, Ad+, TT+

es también el precursor de astrocitos fibrosos (Raff y cols., 1983a).

Fueg posible entonces utilizar estos antisueros para la

caracterizacién de la rama genecaldgica astroglial. Esta afortunada

circunstancia parmitié distinguir tres tipos celulares al cultivar

células dispersas de nervio optico de rata, caracterizindose como

-1~
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astrocitos tiro 1, astrocitos tiro 2 (ambos GFAp+) v oligodendrocgitos
(GC+I{Raff y cols., 1983a y b). El nervio Optico de rata ofrece una
ventalJa especial para el estudio de la gliogénesis., por ser una

estructura carente de neuronas y su z2cna ventricular ia vivo mantiene

una gran actividad mitdtica hasta la segunda semana postnatal,

atributda presumiblamente a oligodendroblastos y astroblastos. Los

erimeros eproducen oligocdandrocitos & wpartivr del nacimiento, y
mantienen wuna pPoza activa de precursores en el adulto {(Privat y
fulcrand., 1977). Los segundos son determinados desde el dfa 1S de
gestacion hasta el dia 15 postnatal, requiriéndose alrededor de dos
camanas in vivo después de la @ltima divisidén para que el astrocito
alcance la madurez, y aun asi se ha observado que 3lgunas
subpoblaciones retienen la capacidad wvproliferativa a pesar de su
aparente maduree (Privat y Fulcrand, 1977). Utilizando el antisuero
A2B5, fue posible identificar a los astrocitos tipo 2 en cultivo
(Raff y cols., 1983b). Estos difieren da los astrocitos tiro 1 tanto
mor folégicamente como 21-14 marcadoreas inmunocitolédgicos. Los
astrocitos tipo 1 tienen apariencia fibroblastoide, gran capacidad
proliferativa (estimulable por el factor de crecimiento epidermal o
EGF) ¥y no son marcados spor el anticuerpo a285 (A2B5S-). En contraste,
los astrocitos tipo 2 extienden multiples procesos, semelando
nauronas u oligodendrocitos, tienen baja capacidad proliferativa (auin
en praesencia del EGE), y son A2BS+ {(Raff y . cols., 1983b). Los
astrocitos tipo 1 son muy frecuentes en cultivos de materia gris ¥y
blanca, en cambio los astrocitos tipe 2 solo son daetectados en
cantidades  importantes en cultivos de materia blanca, por lo que muy
Pprobablemasnte los astrocitos tire 1 in vitro

corresponden 2 tos

astrocitos protoplasmicos in wvivo, y los tipo 2 a los astrocitos
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fibrosos de la materia blanca (Hiller y Raff, 19842,

Como se ha dicho, los astrocitos tipo 2 surgen de precursores

GFAp-—-, A2BS+, adguiriendo el marcador astroglial ra&pidamsnte en

cultivo - (Raff y cols., 1983b). Tratando de definir coandiclones de

cultivo apropiadas para el crecimiento de astrocitos tipo 2, se

obsaervé que al utilizar medios 1libres de suero, se suprimia el

crecimiento astroglial y se estimulaba el oligodendroglial (Raff y

cols.. 1983a’. El efecto del suero an la estimulacion astrocftica es

mAs evidente al utilizar suero bovino fetal (FCS): esta actividad no

parece atribuible a 1lipidos o svonectina en =21 citero: no  es

dializable, y se pierde al hervir el suero (Raff y cols., 1983a). Con

una serie de experimantos fué posible demostrar directamente que los

astrocitos tipo 2 y 1los oligodendrocitas del nervio 6ptico son

originados de un precursor comun (A2BS+, GFap~, GC~-), distinto del

precursor del astrocito iiero 1 . (a28S-, 6GFae+), vy aue la via de

diferenciacidén terminal que tome el precursor A2R5+ in vitro puede

ser determinada por la inclusidn u omisidn de FCS an el medio de

cultivo: la presencia del suero induce la diferenciacidn astroctitica

tipo 2, ¥y en 21 medio sin suero se promueve la diferenciacion

oligodendroglial (Raff y cols.. 1983a). Hiller y Raff (1984} han

mostrado que este precursor parece ser el responsable in vive de 1la

produccion de astrocitos fibrosos (a2BS+, GFap+) en la materia blanca

exclusivamente, lo que implica wun precursor alterno para 1la

produccidn de astroglia protoplismica (A4285~, GFAp+).
Comportamiento de células nerviosas in vitro,

En un reporte reciente du Ualker y cols. (198S) caracterizaron

de una manera notablemente clara el desarrollo in vitro de los tipos
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gliales mencionados y de las neuronas. Utilizando el .- método de
sgparacion oligodendroglial por agitacidn (McCarthy y De Uellie,
1980) logran obtener subcultivos mixtos de glfa y neuronas de cerebro
de rata, casi completamente libres de astrocitos protopldsmicos (34
y sin .problemas de sobrepoblacidn glial. Lo mads sobresaliente de
estos cultivos es el comportamiento caracterf{stico de cada tipo
celular wuna vez subcultivados a baia densidad de siegmbra. Las
suspensiones celulares estan compuestas de astrocitos fibrosos
(GFap+, A2BS+), oligodendrocitos (GC*+) y neuronas (por deteccién de
la protetna de neurofilamentos., o NEF+). A los S dfas in vitro, la
mayoria de las <células tienen procesos con ramificaciones finas.
filgunas células mébiles se reasocian en agregados con numerosas
extensiones radiales, las cuales ya para los 14 dias in vitro forman
fasclculos que interconectan a 1los agregados entre si, como ha sido
observado previamente por varios otros autores (para referencias ver
Sensenbrenner. 1977). La identificacién inmunocitogquimica de los
componantes celulares i1n  vitro demostro que las cdlulas gue né
participan en los movimientos migratorios son astrocitos fibrosos. En
cambio las células mébiles son neuronas y oligodendrocitos. Estos
ultimos exeresan la proteina bisica de mielina (MBP) solo en los
agregados Yy sus fascicuios, donde también hay formaciones
multilamelares de membranas (Ualker y cols., 19835). La gran semejanza
mor fologica entre los astrocitos fibrosos y los oligodendrocitos hace
dift<il su discriminacidn por criterios morfoldgicos udnicamente, a
menos de gque se empleen técnicas de identificacidn especifica. Varias
tecnicas inmunocitoquimicas han mostrado ser invaluables en esta
tarea. De hecho., las suspensiones oligodendrogliales obtenidas con el

método de McCarthy y De Vellis (1980). que baio criterios
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morfologicos aparentaban ser de gran pureza al subcultivarlas (98%4),
por inmunocitoquimica se declararon compuestas por poblaciones mixtas
de neuronas (NF+; 42%)., astrocitos flbrosos (A2BS+, GRaAp+; 183) y
oligodendrocitos (GC+: 31i)(Ualker y cols., 1985). En resumen, se
Puede apreciar que las células nerviosas crecidas in vitrce retienen
una serie de caracteristicas muy particulares a su tipo celular, el
cwal puede ser claramente diferenciado de acuerdo a su comportamiento
en cultivo y a marcadores celulares especificos. En la Tabla t{.1 se

presentan los cuatro tipos celulares principales del teiido “nervioso

central, con sus respectivas caracteristicas de desarrollo in vitro.

Tabla 1.1
TIFO HORFOLOGIA CaPaCIDPAD HARCADORES
CELULAR in vitro PROLIFERATIVA CELULARES
in vitro
Astrocito Be Fibroblastoide Alta GFap+

Frotoplasmico
{tiro 13

a Eeitelioide (dependiendo
de la densidad cetular):
dptice clara a contraste
de fases (morfologta
diferenciada inducible).

Aastrocito

Neuronoide: optica muy Badja GEap+, A2BS5+
Fibroso refringente a contraste
(tipo 2) de fasas.
Oligoden— Neuronoide: dptica muy Badja GC+, MBP+ (solo
drocito refringente a contraste en asociacidn
de fases. con neuronas)
NHeurona NHeuronoide:; optica muy Nula TT+, NF+

refv ingente
de fases.

a contraste

Esquema genealdgico en el SHL,

Las observaciones in vitro muestran el origen genealdgico comin

de los astrocitos fibrosos y de los oligodendrocitos

y cols.,

1983a). La identificacidén de este precursor fué posible graclias a que
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tiene 1la capacidad de expresar una serie deo ganglidsidos que se

pensaba eran especificos de neuronas (Raff y cols., 1979: Eiseﬁbarlh

y cols., 197%; Cohen y Selvendran, 1981), io que sugieve un

wna relacion

guenealdgica <cercana entre este precursor y la estirpe neuronal. Esto

explica.el civrto grado de tincién TT+ an cultivos de materia  blanca

veportados inicialmente (Raff y cols., 1979). La expresiédn de solo un

ganglidsido en los precursores de astrocitos protoplésmicos (ad+,

Hiller y Raff, 1984) sugiere una divergencia tamprana entre dstos vy

los precursores (hipotéticos) neurono—gliales (e.g. A2B5+, a4+, TT+)

a partir de una célula madre comin. Be acuerdo a datos en rata, esta

divergencia en el ceraebro se deberia ilevar a cabo muy itempranamenite

antes del E10 (Abney y cols., 1981), produciéndose el primer

pracursor glial o astreblasto, y un progenitor neurono-glial. Esta

célula proganitora a su wvaz sufrirfa una sagunda divergencia
(complata antes de Ell), daelermindndola como precursor neuronal, o

bien como celula progenitora oligo-astroglial, ambos A2B5*, Ad+, TT+

(Raff y cols., 1983a).

Algunocs resultados morfoldgicos iniciales sugerian que adn
cuando la secuencia del desarrollo de algunas <ceélulas nerviosas in
vitro se mantiene fiel a la secuencia in vivo, existe un evidente
retraso en la cronologfa del dasarrollo in vitro (Fedoroff, 1980;

HeCarthy y De Vellis, 1980)., Por ctra parte, es muy conocida la granm

capacidad proliferativa del astroblastc protoplasmico (Sensenbranner,

1977: HcCarthy y Ba Vellis, 1980; Walker y cols., 1984), cuyo weastado

de diferenctacion in " vitro dependerid en gran medida de las
condicion2s del microambiante en el cultivo (Sensenbrenner, 1977;: Lim

y cols.. 1977: Fedoroff, 1980). Ademas. aun si 1la predeterminacién

nerviosa sigue <y curso temporal normal in wvitro, la calidad y

-2 -
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condiciones del cultivo afectardn en forma importante el nuamero final
de c#lulas en cada subpoblacidn {(abney y cols. ., 1981). El
descubrimiento de que el destino celular del pPrecursor
oligo~-astroglial puede ser controlado por la simple gragsencia o
ausencia del suplemento sérico en el medio de cultivo (Raff ¥y cols.,
1983&) es el primer edemplo en el SNC de como la mantpulaciédén  del
microambiente in vitro puede determinar la expresidn fenotipica a
partir de una célula pluripotente. Hasta el momento se desconoce 1la
ngturaleza del efector in vivo que promueve la determinacién de este

precursor hacia uno u otro tipo glial (Raff y cols., 1983a)l.
Aspectos genealdgicos en el Sistema Nervioso Perifdrico (SHP).

En el estudio del SHP. se han logrado grandes avances en 1la
comprension de los mecanismos que rigen la ontogenia de este sistema
y rapresentan un ejemplo claro de las capacidades instructivas que
puede taner el  microambiente sobre i1a determinacién celular (para
Fevislén var Bronner—Fraser y Cohen., 1980). Las células de la cresta
neural ‘son la poblacion de la cual surgen las células del SNP, en
forma andloga a las células ventriculares del tubo neural, que daran
Arigen a ltas células del SHC. Al cultivar células crestalaes del
tronco y selecclonando clonas (e.9. células descendientes de wuna
sola célula madre), se ha demostrade que estas colonias tienen la
capacidad de producir por lo menos dos fenot iros distintos:
me lanocitos y células adrengrgicas, tanto in vitro, baJo condiciones
anropiadas de cultivo, como in vivo, al ser intvroducidas nuevamente
at organismo {Bronner—~Fraser y Cohan, i980). En reportes mds
raecientes- se describe la manipulacién de la rama genealdgica

simpatico~adrenal in vitro, por factores hormonales. Doupe y cols.
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(1985Sa) iogran obtener poblaciones puras de células de cresta neural:

células de medula adrenal, celulas pequefas e intensamente

lucrecscentes {(SIF)Y y neuronas simpdaticas. Estos tres fenotipos

diferenciados corresponden bien a los encontrados in viwvo,

Y se

ohtienen rovr la presencia de hormonas en el medto de cultivo: los

glucocorticoides inducen la diferanciacion de las células crestales

haclia células de médula adrenal, el NGF las induce hacia neuronas

simpiticas, y las células SIF son producidas como la diferenciacidn

intermedia al utilizar ambos factores hormomales {(Doupe y cols.,
1785a). Has interesante aun es 1a caracidad de revertir el fenotiro

adrenal de células completamente diferenciadas, hacia el fenotipro
_neuronal cultivande a las células de médula adrenai en ausencia da

corticoesteroides vy an presencia de NGF. Una observacidén impor tante

es que. las celulas SIE son la etapa celular intermedia en esta

transformacion.

Las neuronas asf producidas se asemejan en todos los

aspectos a neuronas simpaticas catecolamindrgicas, pero pueden seyr

encausadas a su vez hacia el fenctipo neuronal colindrgico por

tratamiento con medio condicionado (Boupe y cols., 1985b).
1.5 CULTIVO DE CELULAS HIPOTALAMICAS.

En la literatura, varios sistemas de cultivo celular han sido

raportados vy propuestos coind Fosibles modaelos de neurosecrecidn dea

péptidos hipotalamicos (Sachs y cols., 1971; Hckelvy, 1974; Knigge ¥

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

Vaccaro y cols., 1980;

Denizeau y <ols., 1981; Jirikowski y «cols., 1981; Sang y <ols.,

1981). Sin duda, el grupo gque mas ha trabajado en la implemantacién

de un sistema de cultivo de células dispersas de hipotalamo es el de

Tixier-Vidal, el cual fué el primero en caracterizar el desarrolle in
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vitro de células fetales hipotalamicas (Benda y cols., 1975). 4

través del andlisis ultraestructural, estos investigadores pudieron

distinguir cinco tipos c¢elulares despues de algunos dtas de

crecimiento in vitro:

a) AfAstrocitos y Esendimocitos, los cualss forman una alfombra

sobre la superficie del plato {(lambign llamadas c€lulas basales). De

los 9 a 1los 186 dias in vitro los primeros aparecen como astrocitos

inmaduros (espongioblastos), peroc a tiempos mas largos (m&s de 20

dtas in vitro) se definen como astvocitos en varias capas

estratificadas, Junto con colonias de ependimociios que orisntan sus

microvellosidades y cilios hacia el medio de cultivo. Entre dstos

ultimos se pueden observar morfologias reminiscentes de tanacitos

(células ependimales caracteristicas dal tsrcer ventriculo)d.

b) Células de cardcter neurocnal, usualmente localizadas por

encima de las células descritas previamgante y muy refringentes al

contraste de fases. Dentro de esta categoria se incluye a:

las células neuroepiteliales primitivas, qQue forman agregdados

sin neuritas y presentan una alta proporciodn nuicleo/citoplasma;

- las neuronas, que frecuentaemente son bipolares, y ‘5e

encuentran en distintos estadios de maduracién a Juzgar por 2l

diametvro celular:

y las celulas neurosscretoras, que son multipolares y mas

numerocsas gue las neuronas (Benda y cols., 1975).
Unos ahos después, se prasentan evidencias inmunocitoauimicas

que demuestran la praesencia de neuronas TRH-drgicas (e.g. productoras

de 1la Hormona Liberadora de Tirotrofina) en estos cultivos

hipotalamicos y en cultivos cerebrales (Faivre-~Bauman y cols., 1980},

donde solo 1las celulas con apariencia neuronal pueden resultar

—-27-~
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positivas a la tincién inmunoespecifica. En cultivos de hipotdlamo,
estas neuronas peptidérgicas representan 22-28% del total de neuronas
(Faivre-Bauman y cols., 19803. Sin embargo, los niveles detectados de
la hormona en las ceélulas (menos de 10 pg de TRH por equivalente de
hipotélémo in vitro) resultan muy baios para anilisis bioquimico de
la biosintesis. Por 1o tanto decidimos ampltar =1 conocimiento del
desarrollo in vitro de celulss embrionarias hipotaldmicas y de los
posibles factores que regulan este desarrollo, como se mencions ya en

los obJetivos.




2. HATERIALES Y HETODOS.
2.1 MEDIO Y CAJAS DE CULTIVO.

El" medio de cultivo utilizado fué la formulacién comercial de
Bulbecco (DHEM: GIBCO Lab.), complementada con los slguiéntes
aditivos: Glucosa 0.3%, Slutamina 2 al, Insulina 8 u/100 ml (Sigma),
una mezcla comercial Ix de vitaminas (GIBCO Lab.), y antibidticos
(Penicilina 100 u/ml, Estreptomicina 100 ug/ml y Fungizona .25 ug/ml:
GIBCO Lab.). El suplemento de suero bovino fetal (FCS; GIBCO Lab.)
regularmente usado fue de 10% (DHEM-FCS), pero esta proporcidédn se
podta modificar de acuerdo a los fines del cultiwvo. La Insulina se
wrepard en Acido Acético 1 HN. Todos los complementos wpreparados
concentrados se congelaron a ~20 grados € hasta el momento de uso. El
FCS se prepare fresco de un liofilizado mantenido a 4 grados C. El
DMEM con todos los suplementos se podta mantener a 4 grados C, ¥
coﬁunmunte se usaba con menos de 4 dtas de praeparado. Las calas de
cultivo utilizadas (cajas multipoza con 24 pozas de L& mm de
didmetro., COSTAR: o caijas de petri con 35 mm de diémetro. Falcon) se
recubrigeron por una noche con Poli-D-lisina en agua (50,000 de peso
molecular: Sigmas, $€ egnduagaron dos Vveces CoON asua ¥y una vez con
DHEM-FLS. Se ahadio entonces DHEN-FCS para dedarlo equilibrande en la

tncubadora por una horas antes de la siembra.

2.2 DISECCION.

Sa utilizaron ratones adultos de la cepa CD~-1 para 1las cruzas.
Un grupo de hembras -se apareo con un macho por una noche, ¥ a la

manana siguiente se separd a las hembras Gue presentaron un tapon
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vaginal. Este dia se considerd el df{a cero de gestacidn. Las hembras
s¢ sacrificaron por dislocacién cervical @ la techa de gestacion
deseada. y el dtero con los fetos se sacd en campana de fluio laminar
LaJjo condiciones asépticas. ¥y se colocd en solucidn salina
amortiguada (PBS) a temparatura ambiaente. Los fetos se aislaron
rapidamente y se colocaron en PBS sobre‘hlelo. donde permanecieron
durante todo el intervalo de diseccidn siguiente. Los cerabros se
aislaron dal cridneo librdndolos de las meninges baijo el microscopio
de disgccidn. El hipotdlamo se separd cortando anteriormente al nivel
&el quiasma dptico, lateralmente a lo largo de los surcos laterales,
vosteriormente incluyendo los cuerpos mamilares, y en profundidad a
lo largo del talamo. Los ldbulos frontales se obtuvieron haciendo un
corte coronal anterior al quiasma 6ptico. Regularmente se disecaron
9-11 hipotidlamos y 4-10 pares de lébules para un solo cultivo. Las

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

para su dispersidn.
2.3 DISPERSION Y SIEHBRA.

Los fragmentos de teiido se wasaron varias veces (15-20) por una
aguia hipodérmica de 1.5 mm de diametro, se deJdaron sedimentar los

fragmentos no dispersados por 2 minutos, se recogid el sobrenadante

con céiulas dispersas y se restituyé por 1 ml de medio adicional, con

1o cual se repitid la operacidn en los fragmentos restantes, pero

esta wvez con una aguda de 1.25 mm de didametro. Se combinaron los dos

sobrenadantes en S ml finales de DMEM-FCS, y se centrifugd la
suspension celular a 450 g por 10 minutos para lavar las células de
fragmentos celulares y posibles contaminantes (ver el Apéndice ). El

sobrenadante se descarto'y sa afladieron 5 ml de DHEM-FCS al sedimento
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celular. Las células se resuspendieron utilizando una pipeta pasteur
para dispersar el sedimento. Se tomaron 100 ul de Ia.suspenslén
final para tefir con una soltucion isotonica de azul de tripano, y se
cuantifice 1la cantidad de células y la viabilidad en la suspensién
celular.por la exclusidn del colorante. La recuperacidn final de
células por estructura y la viabilidad en las suspensiones obtenidas
de teiido a dos edades fetales distintas se muestran en la tabla I.
La suspension (1-4 x10-6 células/ml) se sembrdéd a la densidad celular
requerida sobre cadas de petri o pozas uge cultivo previamente
racubiertas con poli-lisina, procurando cubrir la superticie del
Plato homogéneamente con las células sembradas. Los platos de cultive
se llevaron al volumen de medio final con DHEH-FCS (1! ml/poza o 2
ml/caja de petri) y se incubaron en una atmésfera saturada de humedad
a 37 grados C con B8i-C02, 92k-aire. Se permitiereon trec dfas en
DHEH~-FCS al 1iniciar cualquier cultivo, como periode erevio de
_adaptacion antes de algun ﬁaradigma experimental distinto (e.g.
cambio a DHEH con otra eroporcidn de FGS o DHEH con médio
condicionade homélogos. El cambio de medio se afectud cada tres
dtas, remplazando unicamente la mitad del volumen del medio en el
plato pPor medio fresco (a menos que se indique otra cosa). En los
dfes de cambioco fuéd cuando se efegtuaron la mayoria de las

abservaciones microscédpicas a contfaste de fases.
2.4 EXTRACCION DE CELULAS EN CULTIVO.

Se decantd el medio de las cajas de cultivo y se enjuagaron dos
vecaes con PBS a temperatura ambiente. Se anadid entonces Acido
Acético 1 H en frio y se congeléd a -20 grados € hasta el momento de

rasrear las cajas. Cuando se hubieron acumulado 1las caJjas de un
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cultivo completo. se procedid a rasparlas con un gendarme.de goma en

Hetanol sobre hielo. El extracto Acético/Metanol se deid por lo menos
una noche a -20 grados C en un tubo ependorff, se vresuspendid por
agitacidn vigorosa y se separé el precipitado por centrifugacidn. E1
sedimenio Yy 21 sourenadanlte se desecaron al vacio por saparado y se

guardaron a —-20 grados £ hasta su procesamiento ulterior.

2.5 EXTRACCION DE TEJIDOS.

Los hipotdiamos y cerebros extirahipotaldmicos se disecaron como

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

Se Juntd una cantidad conveniente de estructuras en Acido Acético 1 N

sobre hielo, y se guardaron con Hetanol a —-20 grades (. Cuando se

tuvieron las estructuras suficientes de varias sdades se desliategré

el tedido pPor sonicacion, y se deid® una noche a -20 grados C. Se

centrifugaron y separaron los sedimentos de protaina; los

sobrenadantes se desecarcn para gometerlos a Radio-inmuno-ensayo.
2.6 DETERMINACION DE DHA Y PROTEINA EMN CULTIVOS.

LLa determinacion das INa (BEruin y cols.. 1981) se raalizdé en los

sedimentos desecados de los platos individuales de cultivo (ver el

fApendice 11), los cuales s8 vresuspendieron en SO0 ul de Acido

Triclorocacético al Si y se hidrolizaron por 45 minutos a 80—-85 grados

C. Triplicados de estandares apropiados de DHA fueron hidrolizados en

paralelo. Se separaron ios praecipitados de protefna en las muestras

»wara procesar los de acuardo al método de Lowry (ver adelante). A los

sobranadantus de las muastras y a los estdndares se les anhadiaron 100
ul de una solucicon fresca de

dihidroclorura del 4cido

3.S5-diaminobenzoico 200 wmg/ml (Sigma) y s& incubaron por una hora a
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&0 grados €. La reaccién se termino con 1 ml de HC1 1 H, Las lecturas
de fluorescencia relativa obtenidas a 400 nm de excitacién ¥ S20 am
de emision se correlacionaron con niveles de DNA a partir de la curva
estandard aJdustada. Los estandares de DNA se prepararon disolviendo
DNA de timo de ternera (Sigma) en NH40H 1 N a 4 grados C por wuna
noche, preparando cantidades adecuadas (de 0.6 a 20 ug) ¥y secdndolas
-a 60 grados C. Los esténdares secos podian ser guardados a -20 grados

C por varios mesas sin pérdida quimica.

Para la determinacidén de proteina (Lowry y ecols., 1951), el
precipitado no hidrolizado de las muestras se resuspendid y se deld
por una noche en 500 ul de NaOH 0.5 N a 4 grados C, Junto con
a@stdndaraes frescos de albumina bovina baJjo las mismas condiciones. Se
tomaron duplicados de 200 ul de cada wmuestra, y Junto con los
estAndares., se les anadid 900 ul de solucidn ciprica (Ra2C003 al 2%,
tartrato de HRa-K al 0.02% y CuSC4 al $.01%). Después de 10 ainutos
como minimo a temperatura ambiente. se anadieron 100 ul del reéctivo
de Folin | N y se deid desarroilar el color a temperatura ambiente en
Ppor lo menos 30 minutos. Con 1a densidad éptica a 600 nm se obtuvo
una curva estindard ajustada y se calculd la concentracidn proteinica

an las muestras (ver el Apéndice I1).
2.7 RADIO~INMURO~ENSAYO (RIE) CONTRA TRH.

Los extractos fAcdtico/Hetanol desecados (sobrenadantes) se
resuspendiaeron sobre hielo en solucidn amortiguadora de fosfatos para
RIE (fosfatos 0.05 H, NaCl 0.1S H, albumina de suero bovina 0.235% a
PH final de 7.5). Concentraciones conocidas de TRH y los extractos se
mesclaron con €l antisuero especifico contra TRH (Josepﬁ—ﬂravo b4
cols.. 1979) a una dilucién de 1/40,000 y con U125 IJTRH monoyodado.
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Se permitid que la reaccidn inmunoaspacifizz llegara al eaquilibrio a

4 grados € (36-48 hrs.) y se pracipitd con Etanol fric. Después de

centrifuaar, el etanol sobrenadante se descarté. Se contd la

vadivactividad en el precipitado y se obtuve una curva ajustada logit
caon los valores conocidos de TRH. La sensibilidad del RIE

regsularmente llegabda a los 1C pg de TRH.
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3. RESULTABOS.
3.1 CELULAS HIPOTALAMICAS DE E14.

El hirot4lamo de 14 dfas de gestacidn (El14) proporciona un alto
rendimiento de céiulas viables por estructura (104.7 +/- 5.0 x10-4
células viables por hipotdlamo, ver la tabla I). Ademis. la razdén
neurona’/alta en la siembra es mds alta que a edades posteriores. El
uso de Poli-D-Lisina como unico sustrato ha sido suficiente para la
adhesiodn y crecimiento de células hipotalamicas en cultivo, 1lo cual
ya fue demostrado eara el caso de c€lulas cerehrales en otros
trabados (Yavin y Yavin, 19$74; Pettman y cols., 1979). En pocas
horas las células viabies sa adhieren a la superficie del plato ¥y
ampiezan a exlender prolongacionas. proceso que continua durante los
primevres dias in vitro. Lasvneuronas se pueden distinguir por sus
prolongaciones finas, cuerpos celulares redondos y refringentes, con
un nucleo oraco. A alta densidad de siembra (10-5 células por cm2),
graa parte de las neurocinas €s5i& dispersa en el plato, aungue @3
frecuente observar grumos de células (de 10 a 50) de donde parten
prolongaciones vigorosas (Fig. 1b). Las neuronas tienden a
mantenerse dispersas por adhesién ¥y crecimiento dirvecto sobre el
sustrato, sin necesidad de que se extienda pPrimero una monocapa no

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

hirsotalamicos reportados (Benda y cols., 1975; Faivre-Bauman y cols.,
1980). Es muy comin encontrar a las neuronas en asociaciones
profusamente interconectadas., con neuritas largas y de alto

contraste. Predominan las figuras bipolares entre la poblacidn
nerviosa. En cambio. la poblacidén no aeuronal s=2 ve como cdlulas
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arlastadas contra el plato, de apariencia epitelioide, si estan muy
cercanas entre ellas, o fibroblastoide, a densidades mis badas.
Regularments son transparentes y roligonales, Yy solo sus

prolongaciones citoplasmicas llegan a tener contraste (Fig. ta).

Después de algunos dias como periodo de adaptacion a las
condiciones in vitro. las cd4lulas con capacsidad proliferativa intician
mitosis. logrando expanderse por la superficie no ocupada a partiv de
colonias que van creciendo en didmetro, usualmente en forma de

células poligonales y transparentes.

il sembrar a alta densidad celular, el proceso de expansidn
hasta llegar a conflueacia dura hasta el eperincipio de 1la segunda
samana. lo cual concuerda con los niveles de pNA, que alcanzan una
maseta al noveno dia in wvitro (¢ DIV; Fig. 1. Durante la
proliferacidn de las células epitelioides, las células de apariencia
~neuronal cracen sobra la monocapa y extienden sus neuritas ancima  de
ésta (Fig. tc). ste peviocdo de crecimiento logaritmico es critico
cuando se desea emplear aloun agente antimitdtico. Como se ve en la
Figura 1, Citosin-Arabindsido (Cit-fAra) anadido a2l medio al aquinto
dia in vitro (3 DIV) previene 1Ia fase log de la protiferacion
no—neuronal, preservandose una poblacidén importante de *"neuronas".
junto con células epitelizles sobrevivientes (Fig. 2). Como se puade
ver en la curva, la proporcién de DNA neuronal en el cultivo es
estable en presencia dei antimitotico, y reprssentarfa menos del 104
del  DNA total en cultives sin rastricciones a la proliferacion
caelular. La elongacion y ramificacidn de neuritas no se ve afectada
por la Cit-ara (Fig. 2aj. 4 mpesar de los restos celulares, es comun

cbservar grupos interconectados entre 51 :I=1d prolongacicnes
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individuales. cubriendo distancias relativamente grandes sobre la
suparficie desnuda del plato (Fig. 3). Ha sido posible mantener wuna
roblacion si1gnificativa de neuronas con bala proporcidén de tipos no
neuronales hasta por dos semanas an cultivos tratados con el agente
antimitético. La Cit-dAra no -tiene ningun efecto sobre cultivos
1legando a4 & en confluencia (Tabla [I). Sin embargo, es necesario un
reriodo de adaptacion al cultivo de por lo menos tres dias, va que el
antimitético aplicado antes de este periocdo 1inicial disminuye

considerablemente la eficiencia de siembra.

En cultivos control {sin Cit-ara) se observan signos de
devadencia neuronal durante la segunda semana. Empiezan a aparecer
racimos de cuerpos celulares, Qgque por su alto contraste y
refractancia semedjan cuerpos celulares de neuronas. Sin embargo, no
presenian neuritas (Fig. 42). Lzs neuronas sobrsvivientas aumentan
»de“ didmetro tanto su cuerpo celular como sus neuritas principales,

tornindose altamente refringentes y de nucleo claro (Fig 4b y e¢).

La mwmonocapa se engrosa al final de la segunda semana,
*angullendo™ a4 las neuronas que hasta ese momento crectan sobr2 ella
(Fig. 5). En este periodo, la optica del cultivo se empieza a
entorpaecer, dificultando las ochservaciones microscépicas. El
contraste ¥y la claridad de los contornos celulares se osierde (Fig.
5¢c). Asimismo, margce disminuir la poblacion de neuronas con el
tiempo. Esta pérdida no se refleja en los niveles de DHA total, dada
la baja wproporcidén de DNA neuronal (< 10%). E]l engrosamiento de la
monocapa tampoco parece estar acompafado por un aumento en protetna

(Fig. 14, H-14).
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En los waltimos dias de la segunda semana se llegan a observar
colonias de <células de cuerpo redondo, eequefio y opaco, con
extensiones finas y numerosas hacia todas direcciones. Esta
mor fologra es muy semejante a la de astrocitos maduros. Justamente en
partes donde l1a monocapa se hz elevado sobre la superficie de 1la
monocara normal es mas orobable encontrar estas colontas de
"astrocilos®, algunas vecas wez2cladas con neuronas sobravivientes
{Fig. Gd). Hacia el final de la segunda semana astas colonias se
qultiplxcan. y aumentan de didmetro, Junte con el engrosamiento
ganeral de la monocapa. Ho se observan cambios en las curvas de BRA y

vrotefna simultineos a los cambios morfologicos (Fig. 14, B-14).

3.2 CELULAS CEREBRALES DE Eig.

El rendimiento de células viables a partir de lébulos frontalas
de Ei4 es muy alto (177.8 +/— 20.7 x10—-4 células viables por par de
lebulos, ver la tabla 1),  Esias c<élulas son en su gran mayoria

neuroblastos. a duzgar por sus cuerpos celulares redondos, opacos Y

refringentes.

Como se dijo para los cultivos de hipotdlamo, 1la adhesién vy
extension de prolongaciones se realiza durante las primeras horas de
tniciado el cultivo a alta densidad calular (10-5 cel/cm2). Una
particularidad de estas células e¢s que se siembran en forma de grumos
O s@ reasruPan en racimos despuds de la siembra, durante los primeros
dtas. En consecuencia, al observar el cultivo en este pariodo,

regularmente se observan agragados de células mis compactos que los

de hipotdilamo.

N
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Una red de finisimas prolongaciones entretaiidas entre st se
propaga alrededor de los agregados. En los agregados mas grandes es
dificil distinguir los contornos de las células individuales. Cuando
dos 9grupos hacen contacto, aumentan de grosor las prolongaciones
participantes, y se eliminan 1las vamificaciones secundarias. Las
primeras se unen en haces rectos de neuritas, formandose fascfculos
entre los gruros (Fig. 6&a). Este comportamiento de las células
cerebrales in vitro va ha sido vreportado (Yavin y Yavin, 1974;
Faivre-Bauman y cols., 1980). Dependiendo de la densidad celular, las

neuronas forman grupos mias o menos compactos.

Burante la segunda mitad de la primer semana, las céglulas no
neyronales empi1ezan a ocupar la superficie del plato (Fig. 6c).
Algunas colonias aisladas empiezan a extenderse sobre las 4reas no
ocupadas. Otras colonias empiezan a surgir por debajo de los grupos
neurcnales. Las prolongaciones sue antes crecian directamente sobre
el platc empiezan a ser desmlazadas por la monocapa, ¥ a crecer schre
ella. Al igual que sus homdlogos hipotalémicos, estas cédlulas no
neuronales logran llegary a la confluencia al principlio de la segunda
semana in vitro, Estos eventos histoldgicos corresponden a un pico de

BHA total entre el sexto y el .noveno DIV (Fig. &).

Concomitante a la expansidn de las células no neuronales
("monocapa®), ta poblacidn neuronal empieza a decaer. Los grupos
neuronales pierden sus fasciculos, 9guedando solo prolongaciones
individuales., las que luego se pierden a su vez. Algunas neuronas
individuales logran mantener sus neuritas principales y aumentan de
diametro sus cuerpos celulares, pero son m&s blen la excepcién. De

los grupos solo auedan los racimos de los cuerpos celulares. La
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dageneracion neuronal se refleda claramente en 1la pérdida celular
representada como una catda en el DRA total a partir de la sagunda
semana (Fig. 6). En cantraste con los cultivos hipotalamiceos, dands
la pérdida neuronal no se registra en 1a curva del BMa, la cafda en
la curva de crecimiento de las células caerebrales corresponde a las
cdlulas en los agregados que decaen masivamente durante este periodo
dal cultivo. Si se anade el Citosin—-Arabindsido al S5 DIV, se elimina
vdbreciablemente a las células no-neuronales. Como se habfa observado
en cullivos hisotalimicos, los eventos de extensién de neuritas e
interceonexion entre agregados celulares parecen no ser
obstaculizados. Sin embargo, la pérdida de la mayor parte due la
roblacidén nerviosa que se observa durante la segunda semana en
cuitivos control es inevitable asimismo en cultivos tratados con

Cit-fira (Fig. &).

En el transcurso de la sedgunda semana, la monocapa de cultivos
conirol aumenta de grueso, y aparecen los ‘"astrocitos®: cdlulas de
cuarpo celular redondo y pequefio, multipolar, con prolongaciones muy
finas y relativamente cortas (en comparacion con las neuronas). No se
encuentran en colonias circulares, como en hipotdlamo, sino

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

Al final de 1la segunda semana, el panorama en estos cultivos
est4 dominado por la alta densidad de *“astrocitos® dentro de wuna
monocapa gruesa, que abarca toda la superficie del plato. Las
neuronas han desaparecido, y los grumos paulatinamente se han
encogido., hasta termirar como montones de restos celulares sobre la

nonocarAa.
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3.3 DENSIDADES DE SIEMBRA ALTERNATIVAS: HUY ALTA DENSIDAD (400,000
células por cm2), ALTA DENSIDAD (150,000 células por cm2), y BaJa

DENSIDAD (50,000 células por cm2).
3.3.1. CELULAS HIPOTALAHICAS DE E14.

El crecimiento y replicacidén de las células no neuronales
sembradas a Huy Alta Densidad (4x10~S «cel/cm2) se inicla
inmediatamente. a tal grado es esto, que ya para la mitad de la
primer semana la monocapa estd alcanzando la confluencia (Fig. 7).
La extension de prolongaciones por parte de células con apariencia
neuronal es muy vigorosa, la cual se realiza sobre la monocapa,
interconectando células adyacentes o grupes de neuronas. A Baija
Densidad da siembra (S5x10-4 cel/cm2), la cantidad de restos celulares
domina el panorama microscépico durante los primeros dias. Grandes.
agregados de particulas amorfas flotan en el medio de cultivo. Sobre
la superficie del plato se observa una poblacidn celular pobre,
compuesta principalmente por ceélulas fibroblastoides. Las neuronas
solo se  encueniran en grupos pequefos (frecuentemente con algunas
ceélulas poligonaless, <con prolongaciones va discernibles y muy
ramificadas (Fig. 7c¢). Como se habfa mencionado con los cultivos
tratados con Cit-Ara. a pesar del bajo valor de DNa total en los
cultivos a BaJja Densidad, es posible distinguir wuna poblacidn
importante de neuronas. Durante la primer semana se empiézan a
definir colonias de poligonales que se extienden en todas

direccioneas.
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Burante la segunda semana las Proloqgaclones ast” como los
cuerpos de las nauronas aumentan de didmetro en el interior de la
monocara confluente. La densidad de é€sta obstruye la observacién de
sus contornos celulares (Fig. 8a y b). Es evidante la decadencia en
los cultivos a Muy ftlta Densidad celular en esta etapa, como se puade
ver en la cafda del Dia total a aniveles de confluencia no neuronal de
los cultivos a Alta Densidad celular (Fig. 8), probablemente debido a
muerte neuronal. Solo hasta el final de la segunda semana. en los
cultivos a Baja Densidad celular las colonias de no neuronales logran
alcanzar 1a confluencia. La spoblacidn neuronal se ve dispersa en
todo el plato, con prolongaciones largas y bien definidas. 4 pesar de
ser relativamente pocas, el aspecto de sus cuerpos celulares y el
grado de interconexidn as bueno (Fia. 8c). Persisten grumos de

narticulas amorfas sobre algunos grupos de células. En la monocapa

confluente. pero todavia poco densa, hay zonas donde  las no
neuronales con aspecto fibroblastoide tienden a alinearse y
axtenderse sobre un mismo eje. con frecuencia, nguronas

interconectadas sobre estas zonas tienen sus neuritas extendidas en

1a misma direcciodn por distancias considerables (Fig. 8ci.

3.3.2 CELULAaS CEREBRALES DE El4.

A Huy alta Densidad de siembra (4x10-S cel/cm2’, la gran mayorfa
de las células estan asociadas en gruros grandes no muy compactos (se
distinguen 1os cuerpos celulares individuales). Una extensa red de
prolongaciones se desarrolla en los primeros dtas, interconectando
los grupos saobre wuna superficie casi completamente cubierta de

células no neuronales (Fig. 9a). Al igual que en hipotdlamn, a Bala

Densidad celular (5x10-4'cellcm2) se presenta una menor eficiencia de
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siembra (mayor cantidad de particulas amorfas en Proporcisdn al total
de material sembrade). Sin embargo., la rérdida de células no es tan
grande como con teiido hipotalamico. Otra diferencia notable entre
las células cerabrales y las hipotalamicas es que wmientras éstas
eslaban. muy dispersas y las neuronas en menor namero con raspecto a
los tiros no neuronales, sus extensiones eran vigorosas, largas y muy
ramificadas. recorriendo comunmente distancias considerzbles hasta 1z
neurcna mds cercana. En cambio, a pesar dec haber gran cantidad de
células de aspecte neuronal en estos cultivos, las neuritas que
extienden son muy finas y cortas, y solo en las zZonas ﬁés pobladas
medora el aspecto de las prolongaciones, ramiticandose con mayor

frecuencia (Fig. %c¢).

Para el final de la primer semana, los agregados se han
compactado en los cultives a MHuy alta Densidad celular, siendo
dificil distinguir el numero de célulias en ellos. En las zonas de
menor densidad las prolongaciones vya  se han Juntado en haces de
neuritas de distintos grosores, cruzando sobre distancias
relativamente cortas. En cambio, en las zonas mis pobladas hay una
gran densidad que obstruye la identificacion de los componentes
celulares. En cultivos a Baja Densidad celular, el desarrollo en este
periodo es decepcionante. Algunas colonias de monocapa (células
roligonales) han sobrevivido, y wunicamente <e wven células de
apariencia neuronal en grumos grandes (probablemente sembrados ast
desde el princirio), ya que las células dispersas tignan extensiones

muy endebles para ser identtficadas.

En la segunda semana. los cultivos a Muy alta Demsidad celular

se han definido caomo “monocapa® densa. Incrustados en ella se
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distinguen cuerpos celulares opacos. sin neuritas distinguibies

{rosiblemente "astrocitos®). Entire grupos celulares compactos en la

zonas de menor densidad vya no se observan haces de neuritas, solo

prolongaciones individuales poco vamificadas. A4l igual gque cultivos

de Alta Densidad celular, 1a pérdida rpoblacional es notable a partir

del 9 DIV (Fig. 9). Ho parece haber una recuperacion en la poblacion

nerviosa de los cultivos a Baja Densidad celular. Siguen apareciendo

restos celutares: las colonias de poligonales y las células

f}broblaslo\des van ocupando la superficie aun disponible en este

reriode, 4que se refleda en la racuperacion de las curvas de

crecimiento. Llegan a distinguirse ®astrocitos®™ en 1a monocapa al

final de la segunda semana. Las ires densidades de siembra parecen

converger an un nivel de DNA total similar (Fig. 9), lo que

probablementie representa sl nivael de la poblacidn no neuronal despues

de que se ha perdido a la poblacidn nerviosa.

3.4 MEDIO CﬂﬂDlﬁIORﬁDb HOHOLOGO.

Como un paradigma preliminar para detectar alguna actividad
tréfica 2n el medio condicionado (HE) homdlodo, se ascogid l1la bala

densidad de siembra (50,000 células por cm2), donde se ohbhserva que €%

mds- Probable la pérdide neuronal y mucho mis evidentc el desarrollo

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

1072 FCS como perindc previo de adaptacion a las condiciones in vitro.

Posteriormente., al ranovar ¢l madio se hace una mezcla 1:1 de medio

condicionado por cultivos confluentes crecidos en paralelo y medio

fresco sin suaro. La combinacidn vresultante de MC homélogo

contendrtia a lo sumo 5% de FCS.
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3.4.1 CELULAS HIPOTALAHICAS DE E14 EN HEDIO CONDICIONADO HOHOLOGO.

Dos aspectos resalian marcadamante al transcurrir la segunda
semana de estos cultivos hipotalamicos. Primero, la extensién y
densidad de la monoccapa es notablemente menor que la de cultivos
homologos control, tanto visto a la observacioén divecta (Fig. 10)
como en las curvas de crecimiento (Fig. 16, H-14), donde se observa
un 33% de inhibicidén en el crecimiento al 12 DIV. Al parecer, la
problacion nerviosa es igual o mayor aue en los controles, extendiendo
neuritas muy largas y de alto contraste (Fig. 1la y <¢). En segundo
lugar, a diferencia de la monocapa confluente de los cultiveos control
y a4 pesar de la baija eroporcidn de c¢élulas no neuronales, existen
colonias de células de aspectio astrocitico. Esta particularidad de
los cultivos crecidos con HC homdlogo es mucho mas aparente cuando se
trabada con tedido hipotaldmico de 16 dfas de gestacién (Fig. 11b ¥

d).
3.4.2 CELULAS CEREBRALES DE E13 ER HEDI0 CONDICIONADO HOHOLOGO.

Los eventos de degeneraciodn nerviosa y extensidn de colonias
no-neuronales son retrasados con HC homdlogo. En estos cultivoes,
donde 1la baJja densidad de siembra impedirfa la formacién de
interconexiones profusas y pPromoverfa la expansion no-neuronai, =1
crecimiento de neuronas aisladas y sus prolongaciones es mds notorio
qQue en la situacidn control (Fig. 12c y d), ¥y se inhibe en un 65% la
eproliferacidn celular (Rig. i6, C-14). Ademads de abatir la
proliferacidn de las células basales, se presenta una diversidad

morfoldaica de las colonias presentes (Fig. 12).
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3.5 DHEH COH 20%. 10%, SZ Y O4 DE SUERO BOVIHO FETAL.

3.5.1 CELULAS HIPOTALAHICAS DE EL4.

Se dieron tres dias de crecimiento en DMEM-ECS (10 EFCS, 100,000

celulas por cm2 aprox.) antes de cambiar al medio modificado en

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

medios al 204 (H20) o al 5% (HS) son muy similares con 10 gue se

observa en los cultivos con maedio normal al 107 (H10) de FCS. La

monocapa va llegando a 1la confluencia durante el transcurso de la

wrimer semana. Las células con apariencia neuronal extiendan sus

n2uritas en les primeros dtas. La excepcidn es el medio sin FCS (HO),

donde la monocapa evidentemente ha tenido wun crecimiento mas

limitado, a Juzgar por el menor aumero de colonias no neuronales y la

curva de crecimiento (Fig. 138, ﬁ—14). Es también donde la eficiaencia

de siembra es mis pobre. Ya en HS la cantidad de particulas amorfas

es notablemente mayor que en las otras series (H1O y H20). Otro

asPecto interasante @s ¢l numero de colonias de células epiteliales

granulares (Fig. 13al). En HS y HO estas colonias son mias frecuentes

que en las otras serias. En proporcioén, 1a poblacién neuronal

aparentemente permanece indiferente a las variaciones del suero en el

medio.

En la segunda semana., las distintas condiciones empiezan a tener

efuectos notabtias. En H20,. la monocapa confluente sobrellaeva una

poblacién menor de neuronas, en comparacidén con la situacicn

(H10). En M5,

control
ademids de el complemento neuronal similar al de H1O,

emPigzan a aparecer con mayor frecuencia y de mayor didmetro las
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colonias de *astrocitos™” en la monocapea confluente. Este
comportamiento a nivel celular es muy interesante, ya que, de acuerdo
con las curvas de crecimieato, no parece haber un efecto sobre 1los
niveles de DNHA ni de proteina total por las distintas proporciones de
FCS en el medio (Fig. 18, H~14), por 1lo gque estcs cambios
morfoldgicos se llevaron 2 cabo sin cambios gruesos en el nimero
total de células o© en la expresidn proteinica. En HO los perfiles
celulares en las colonias presentes adquieren formas muy variadas,
aue incluyen morfologtas de células epitelicdes, neuronas,
*astrocitos®, células epiteliales granvlares, etc., casi siempre una

sola morfologta dentro de la misma colonia.

En la segunda mitad de esta semana, la pérdida neurcnal es un
evanto conspicuo en general. Se puede observar que en H20 hay varios.
conglomarados de células fibroblastoides con sus sjes de simetria
orientados coordinadamente {(haces fibrosos da células), sobresaliendo
del plano de la monccapa cuando son muy grandes (ver por eJjemplo la
Fig. 13e). La monocara en si no s muy gruesa todavia, con cada vez
menos neuronas. En su lugar aparecen cuerpos redondos refringentes en
racimos de 3 o mis, muy similares a los cuerpos celulares nerviosos,
pero con neuritas muy finas y cortas, y en ocasiones sin extansiones
ararentes (ver por edjemplo la Fig. 4a). H10 epresenta numerosas
colonias de fastrocitos", regul armente entremezcladas con 1la
-poblacién neuronal, aue todavia es numerosa. En MS se observan
colonias de “astrocitos® (ver las Figs. 13b ¥ c) tan extendidas en
diametro que ya se empiezan a traslapar los bordes. Los vrestos
cezlulares siguen presentes en HO; la poblacidén nerviosa ha disminufdo
notahlemente, y las sobrevivientes tienen un aspecto muy endeble. La
variedad en morfologia de las colonias no neuronales domina el
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panorama micvoscoéorico, y la actividad ependimal va en aumento.

4 finales de la segunda semana, la monocapa en H20 es bastaante

densa y transparaente, con muchos haces fibrosos de células. Ho es

comun encontrar neuronas ni astrocitos. H1Q tiene una monocapa densa

con inclusiones astroctticas numerosas. Estas sualen estar agragadas

alrededor de nguronas sobrevivientes de didmeiroc celulayr

relativamente grande y neuritas gruesas. La observaciédn microscédpica

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

machos racimos peauehos de cuerpos refringentes. Llama la atencién

como la monocapa de M3 se eleva mas sobre regiones con "astrocitos®

Que en el rasto del plato (ver por edemplo la Fig. 7a). Al igual que

en H10. en HS es fracuente enconrtrar neuronas en estas zotias

.sobresalientes. aparentemente la poblacidén neuronal en HS5 es la mas

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

morfologicos bajo distintas proporciones de FCS en el medio se llevan

a cabo sin cambios significativeos en las curvas de creacimiento

raspectivas (Fig. 18, H-14).
3.5.2 CELULAS CEREBRALES DE El4.

El desarrollo de células cerebrales en cultive vya ha sido

descrito en detalle para las condicionaes control H10 (104 de FCS en

el mediol). Es en la parte final de la primer semana cuando los grupos

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

prolongacionres individuales despues, para auedar c¢omo agregados de

cuerpos celulares sobre una monocapa en expansién. En los presentes
cultivos, el deterioro de dichos agregados asta en relacidn directa a

la proporcion de suero en al medio. En ccntraste, HO contiene todavia

una poblacidn nerviosa mayoritaria extendiendo su intrincada red de
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neuritas sobre la superficie. La wmonocapa es virtualmente
inexistente, con muy pocas ceélulas fibroblastoides y “astrocitos®
dispersos un algunas zonas (Fig. 13d). En el transcurso de la segunda
semana  se Puede observar como 21 FCS en el medio no afecta
significativamente la cantidad total de DNA (Fig. 18, C-143, pero sfi
es probable que contribuya al engrosamiento de la monocapa en fornma
proporcional al suero en el medio. Durante esta semana., los agragados
celulares disminuyen de tamano, vy apareacen los “astrocitos?
yncrustados en la monocapa. Lo mas interesante se observa en HO, con
la persistencia de formaciones reticulares teiidas por las neuritas
de 1los 9rupos neuronales. Aun es posible encontrar haces de
prolongacion2s en las regiones con mayor densidad neuronal. Sin
embargo, hay pérdida celular a Juzgar por los restos celulares,

particularmente sobre agregades nerviosos.

En los ultimos dias de esta semana es posible observar
gradientes en cuanto a 1la degeneracion de los agregados otrora
neuronales. @1 grosor de la monocara y la cantidad de fastrocitos®
dentro de ésta. Estos aspectos estan en funcidn directa a 1la
proporcion de FCS en el medio utilizado. En H20 la monocara contiene
algunas colonias grandes de "astrocitos®; ademd&s hay zonas cdn
arrandes haces fibrosos de células (Fig. 13e). Los grumos se han
convertido ¢n montoncitos de particulas amorfas sobre el resto de las
células. M10 presenté un gran numero de "astrocitos®, que no obstante
8stan regularmente separados entre s1. en el interior de una monocapa
muy densa. A pesar de que en HS la monocapa no sea tan gruesa, la
poblacidn astrocitica es tan alta o mayor que en HLIO. Llega a
datectarse actividad ependimal en ciertos tugares. Asimismo.
persisten algunos grumos celulares ya muy contraidos. La apariencia
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de MO es decepcironante. La poblacion nerviosa muere, dediando un gran
esqueleto de la estructura reticular entre las escasas sobrevivientes
no neuronales. En algunos grupos grandes parecen existir neuronas
vivas. pero es indudable la decadencia del cultivo, por 1la gran

cantidad de restos celulares flotando en el medio.
3.6 CELULAS DE Els6.

El teJido hipotalamico de L& dias de gestacion (E16) resulta una
fgente pobre de células. vyva que ademds de obtenerse un menor
rendimiento (72.3 +/- 4.7 %x10~4 células viables por hipotilamo), 1la
eficiencia de siembra es muy baia, lo que se refleja en yrandes
conglomerados de raestos celulares despuss de la siembra, y bada
proporcion de ceélulas adheridas 3 la surerficie del plato. En cambio,
la disrpersion de tedido cerebral (1lsbhulos frontales) de E1S resulta
en rendimientos mayores a los de estructuras de El4 (238.3 +/- 29.1
"#10-4 ceélulas viables por par de loébulos, ver la tabla I), 'y las

eficiencias de siembra son comgarables.

Bajo condiciones ralativamente estables (100,000 células/cm2,
m2dio con 10% de FCS), el desarrollo microscoépico de cultivos de
ambas regiones ElS6 as semejante en todos 1los asp=ctos al de los
cultivos homélogos de El4., con excepcidon del ndimero de neuronas
recuperadas del hipotdlamo en cultivo, que siempre resulta menor al
tomarse las estructuras de mayor edad fetal. El patrén de las curvas
de crecimiento de cdlulas E16 es muy similar al de las células El4
{comparar la Fig. 14 con la Fig. 15). Las células hirctalamicas Eié

~1legan a la confluencia en el 9 DIV, y si el cultivo es tratado con
Cit-Ara al S DIV, es decir, antes de la fase log, se previene la
sobrepoblacion no-neuronal y se pueden mantener cultivos estables de

~-50--



KRESULTADOS

neuronas hasta por dos semanas (Fig 15, H-16). Las células cerebrales

de Elé en cultivo llegan a un pico poblacional al 9 DIV, para caer

progresivamente en los siguientes dias. A pesar de que la Cit-ara al
S DIV previene la fase log,

no evita la pérdida neuronal en los dias

subs iguientes in vitro (Fig. 1S, C-16).

De la misma manera, los eventos celulares en cultivos con
proporciones distintas de FCS en el medio son muy semedantes entire

telidos correspondientes de edad fetal distinta. Sin embargo. como se

puede observar al comparar cuidadosamente las figuras 14 y 15, tlos

niveles de DHRA en 1a confluencia de las cdlulas hipotalamicas son

ligeramente distintos para las dos edades fetales. bLas células E14
loaran

confluencia a un nivel NHA/Poza de 10-12 ug, mieatras que las

células E16 llegan s0lo a 8-9 ug en conflusncia (ver también la Fig.
16 vs. Fig 17). Es

interesante que aste tope de las células

hircotaldamicas de Elé puede ser. regulado por las <zondiciones del

cultivo. Observaciones preiliminares mostraron  que las células

hirotalamicas vespondian con incrementos poblacionales (e.g. aumento

en los niveles de DHA)Y si los cultivos eran alimentados mas
frecuentementes en un periodo de dos semanas. Experimentos

Posteriores mostraron

que esta respuesta a la frecuencia de

alimentacion solo se loaraba con cultivos de células de El&6. En la

figura 20 se muestran los valores de DNA y protetna obtentidos de dos

cultivos representativos. Se puede observar como se logra aumentar g1l

nivel de DNA total del 1S5S DIV solo en células hipotalamicas de .El16,

si se procura seguir un regimen de alimentaciodn frecuente.

Dado aue se pueden descartar los nutrientes intrinsecos al medio

como los responsables de aste efecto trofice, en base a que as POCO
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probable un metabolismo i1ntermediario esencialmente distinto entre

los dos teJidos fetales, el meijor candidato como causante del efecto

trofico fue el factor extrinseco al medio: el suero. De acuerdo a

este razonamiento, una mayor proporcion de FCS en el medio

equivaldrta a una mayor frecuencia de alimentacidén (suponiendo que

los posibles factores tréficos del suero estan a concentraciones

limitantes una vez diluidos en el medioc de cultive), Como a los 15

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

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

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

una mayor proporcion de FU3 en el medio utilizado. Este paradigma no

duberta de taener efecto sobre la meseta de confluencia de células

hisotalamicas de E14. Como se puede observar al comparar las figuras

18 y 19. existe un aumento ligero pero significativo de la meseta

alcanzada por las céiulas hipotalamicas de Elé en funcidn de la

proporcicn da FCS =2n el medio (Figc 19, H-16). Este no es el <caso

para las ceélulas hipotaldmicas de Eld4 (Fig. 18, H-14), ni para las

células cerebrales de las dos edades fetales. Como se habta sefnalado

antes, aste afecto es independiente de los aventos micréscopicos

observados en el transcurso del cultivo, y denota wuna proriedad

inherente a las <células con capacidad proliferativa del tedido

hirpotalamico de E16.

Al sembrar a densidades alternativas se obtiensn patrones muy

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

edades fetales (comparar tas figuras 16 ¥y 17). Las . cdlulas

hipotalimicas de Elé sembradas a Huy alta Densidad alcanzan

confluencia al 6 DIV. Solo a los 12 DIV se denota wuna pérdida
celular, manteniendose sin embargo un nivel de DNA total cercano a la
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meseta de confluencia de cultivos a Alta Densidad celular (aprox. a 8
ug de  DRA/poza: Fig. 17, H-16). Las células cerebrales de El1é
sembradas en Muy aAlta Densidad logran un miximo de LNa total al §
DIV, que, al igual que los cultivos a @alta Densidad, decae
subsecuentemente. Se pucde observar ademas como las tres curvas de
crecimiento de células cerebrales tienden a convergir a2 un nivel
similar de DNA total (Fig. 17, C-186), probablemante <1 de 1la

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

caso de las células cerebrales de El4: Fig. 16, C-14).

A pesar de la semeldanza entre las curvas de crecimiento de
células de edades fetales distintas, un evento microscdpico distingue
al comportamiagnto in vitvo de las células hipotaldmicas de EL16: en su
"monocapa® confluente aparecen morfologtas astrociticas (Figs. 13b ¥y
c) mAs tempranamente in vitro aque en cultivos confluentes de células
de E148. Esta diferencia parece 2star asociada con el gngrosamientio
genaral de la ‘“monocapa®, presente también con algunos dias der
anticipacidén en los cultivos de cdlulas hipotalamicas de mayor edad
futal. La expresidn de la morfologia astrocitica fué mis evidente al
cultivar las células hipotalamicas de Elé4 en presencia de medio
condicionado homoédiogo. Aaan cuando no se frena el crecimiento
poblacional en forma significativa (Fig. 17, H~16), es notable la
gran densidad de "astrocitos® en una monocapa poco densa al .cultivar
en presencia del medio condicionado homdlogo (Fig. 11d) Que al
cultivar con el medio normal, donde 1los "astrocitos® forman solo
algunas c¢olonias circulares en una monccapa transparente mayoritaria
{Fig. 11b). La poblacidén neuronal en estos cultivos as ascasa,  por
o aue no fue posible observar algun efecto del madio condicionado
sobre el desarrollo de las neuronas hipotaldmicas de ElL6.
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3.7 TRH IN VIVG E IN VITRO.

En la tabla 111 se presentan los valores de TRH obtenidos por

RadiolnmunoEnsayo (RIE) en hipotdlamo y en cerebro extrahipotalimico

durante el desarrollo fetal y postnatal del raton. aAasimismo, <e

daterminaron los niveles intracelulares de TRH en cultivos de células

hipotalamicas y cerebrales (TRH an el medio de cultivo no pudo ser

medido debido a interferencias inespecificas en el RIE). Bn cultivaos

donde se sembraban aprox, 100,000 células por cm2, y en némero total

2auivalente a las c¢cdlulas recuperadas de un hipotilamo, se podia

detactar material radioinmunoensayable. Sin embargo, los nivales

medidos tentan una alta variabilidad, sin correlacidn alguna con el

tiempo de desarrollo in vitro de las células o con las condiciones en

aue eran crecidas. En un experimento, cultivos de células

hipotalamicas de Eild dieron valores que variaban en un intervalo de

29 a 140 g de TRH totales (tabla 1IV). Lo gque dificultaba 1la

interpretacion de gsta variabilidad era la falta de rveiacion entre 21
nivel de TRH detectado y el tiempo transcurrido del cultivo, o de si

el cultivo habta sido tratado o no con el agenle antimitdtico.

ilustrande 1o anterior, en la tabla 1V se puede ver como a pesar de

que 8l desarrocllo celular gansral (DHA Yy protetna) es semeldants en

las dos <cadas de células hipotalamicas con 3 dfas in vitro, los

valores de TRH celular detectados difieran complatamente l{el

tratamiento con (Cit-ara se aplicd al dia S in vitrod. En 1a tabla ©

s muestra como sembrando a distintas densidadas (1, 172 o 1/4

equivalente de hipotilamo aprox. por caja de cuiltivo). los valores de

TKH celular obtenidos no difieren significativamente de acuerdo a las

diferencias observadas en 1os niveles de DNA y proteina. Ensayos

posteriores para la deteccion de TRH en cultivos de célutlas
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hirotalamicas ) carebrales adolectan siempre de una alta
variabilidad, tanto dentro del mismo cultive como entre cultivos
desarrollados independientemente (comparar por eljemplio el intervalo
de TRH presentado en la tabla IV con los intervalos de 1la varianza
para iRH en la tabla V). Solo se pueden mencionar algunas
observaciones generales sobre ciertos patrones de deteccidén de TRH in
vitro (Tabla V1)

a) Es mas frecuente detectar TRH en cultivos de células
hipotaldmicas de Ei14 que de Eié6, probablemente debido a 1la mayc?
sobruvivencia neuronal en los primeros.

b) Los valores obtenidos de cultivos hipotalamices en general
superan a aquellos obtenidos de cultivos cevebrales.

c) E! remplazamiento completo del medio de cultivo en las fachaé
da alimentacicon abate 1los valores detectables de TRH en cultivos

hirotalamicos o cerebrales, lo que no sucede si solo se remplaza la

mitad del medio de cultivo por medio fresco (aes decir, si se dada

parte del Medio Condicionado homélogo)d.
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4. DISCUSION.

4.1 SUSCEFTIBILIDAD AL DESARROLLO IN UITRO EN RELACION A La EDAD
EMBRIONARIA DE LAS CELULAS NERVIOSAS.

Resultados preliminares en cultivos hipotalamicos wutilizando
teiidos de diferentes edades fetales mostraron una seleccion de
ciertos tipos celulares en el transcurso del cultivo. & edadas
J?venes {E 13-14) se obtentan poblaciores celulares mixtas de
n2uronas »y 9lta: las primeras podtan ser mantenidas in vitro de forma
estable si se anadta Cit-ara antes de que las células gliales
sobrepoblaran la superficie disponible. Si el teJido era obtenido a
edades fetales mas cercanas al nacimiento (E 16-18), aun - con la
adicion de Cit-ara al medio. los cultivos regularmente consistfian de
monocapas de celulas gliales con una bala poblacion neuronal
creciendo encima de estas. kesultados semeiantes se han reportado en
otros sistemas de cultivo de teiido nervioso central (Booher y
Sensenbrenner, 1972). En los resultados presentados sobre viabilidad
de suspensiones celulares y eficiencias de siembra, puede observarse
como el estres de la dispersion mecdnica afecta mas al telido
hipotalamico de Elé (36%Z de viabilidad) que al tejido mds Joven de
€14 (637 de viabilidad). Despues de 3 dtas en cultive, a contraste de
fases fue evidents que la proporcion neurona/glia a la misma densidad
de siembra era mas alta de células Ei14 que de El§, lo qus sugiere una
vuinerabilidad espaecial del tipo neuronal en el hipotdlamo. a medida

aue se desarrolla esta g@structura pranatalmente.

Pe acuerdo a datos autoradiogriaficos i vivo, las wultimas
divisiones neuronales en el hipotdlamo de raton se realizan alrededor
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del dia 13 de gestacidn {E13, di1a 14 de prefez, Shimada.y Hakamura,

1973Y. En cembio, la neurogenesis en la neocorteza termina cerca del

nacimiento (angevine y Sidman, 1961). Supontendo que en el
hipotailamo la neurogenesis es seguida por la gliogénesis, como parece

ser el caso en la mayoria de las regiones del CHS en mamiferos

(Jacobhson., 1978), entonces los compartimientos o pozas celulares de

los cuales g originarian los glioblastos en el hipotalamo estarian

mas activos despues del dia E13, paralelamente a la diferenciacidn

qeuronal. como es 21 caso en l1a neocorteza, donde la produccidn glial
en etapas postnatales va acompanhada de diferenciacion aeuronal
(Jacobson. 1978). Baso estas consideraciones, se puede explicar que
el hipotalamo de El4, recien incorporado su complemento neuronal y en

un estado inmaduro de desarrcllo, pProduio suspensiones celulares de

alta viabilidad y con una relacién neurona/glta alta.
Cbmparalivamente. en el hipotdlamo de El& (dfa 17 de prenez) las

neuronas tendrtan ya varios dias en proceso de diferenciacién (Niimi
y cols., 1962), con las pozas gliales mis activas mitédticamente. Esto
redundartia en una baja viabilidad de las suspensiones calulares (pov

la mayor vulnerabilidad a la agresion mecanica) y una bajJa relaciédn

neuronasglfa. Las diferencias entre el desarrollo de la corteza

carabral a las QOS edades fetales utilizadas no parecieron ser tan
drdsticas como lo fueron para el hipotidlamo. La viabilidad de las
suspensiones celulares a partir de 16bulos frontales de El4 (élZ)
solo baio relativamente poco al utilizar l1&bulos frontales de EL6
(66%4Y(tabla 1), v el desarrollo in vitro no diferta marcadamente
entre las células de las dos edadas, habiendo inicialmente una alta

valacion neuronas/glta, la cual disminuia a medida que se establecian

¥ expandian las colonias gliales. Los resultades obtenidos
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concuerdan con un esquema de desarrollo nervioso durante -el periodo
fetal mas temprano en el hipotdlamo que an el cerebro
extra-hipotalamico del raton, 1o cual vya se ha confirmade por los
perfiles ontogeneticos de varios marcadores enzimiticos espectificos

del sistema nervioso {Puymirat y cols.. 1982b).
4.2 DIFERENCIACION MORFOLOGICA IN VITRO.

Debido a4 qaue se desconoce an buena medida la importancia de 1la
interaccidn neurcona-glia en la funcion nerviosa, y en particular en
la exeresion de péptidos hipotaldmicos, decidimos estudiar cultivos
dende se rermitia la prolifaracion glial eara observar el
comportamiento vy diferenciacidén de las células gliales ¥y neuronales
in witro, En estudios preliminares s& observé que en la sesunda
samana de cultivos hipotaldmicos. varios aeventos microscépicos
sugartian una interaccion csercana antre las neuronas y las células
basales de la monocapa. asociados a notables cambios morfolégicos
dentro de esta. El1 hipotdlamo es una estructura especialmente
ventalosa para el estudio de la diferenciacidn glial y_ su- pos{blé
relevancia en la furcion nerviosa, yé que @s una astructura no.
mielinizada en 81 adulto. por lo que es de esperarse una

- preponderancia astroglial en cultivos hipotaldmicos. En efecto, el
gstudio ultraestructural de cultivos de ¢é¢lulas hipotalamicas fetales
(Benda y cols.. 1973) revela una poblacidn de astroglf{a inmadura como
componente erincipal de la monocapa basal, sobre 1la cual c¢recen
células ependimales (como unico tiro no neuronal adicional), c#lulas
neuroceitaliales ¥y una poblacidén neuronal aque incluya neuronas y
céiuias neurosecretoras. Dentro de la monocara confluente temprana

so0lo se observan astrocitos inmaduros (espongioblastos), pero a
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tiempos mas largos in vitro es posible distinguir astrocitos en
varias etapas de maduracion, situados en capas esitratificadas dentro
de la "monocapa®*. a4 contraste de fases, esta "monocapa®™ presenta una
apariencia pavimentosa y transparente. Una observacidén interesante
es que é pesar de que la poblacidn nerviosa se lecaliza por encima de
las células basales, sus procesos se¢ introducen en la monocapa, donde
se establecen ios contactos sinapticos (Benda y cols., 1973).
Hosotros observamos a contraste de fases que al final de la segunda
égmana en cultivo. la monocapa earaecia aumentar de grosor, y
frecuentemente las neuronas por encima de dsta parectan quedar en 3u
interior. Este fendémenc posiblemente corresponde a la
estratificacion de la monocapa ya descrito (Henda vy cols., 1975).
Llama la atencidn gque el procaso no fuéd acompafiado por un aumento de
proteina total en el cultivo. Sin embargo, el procedimianto de
andlisis de DHa y proteina en la misma nmuestra abre la posibilidad de
qua la proteina exprasada durante aste evento fuese especialmente
vulnerable a 1la hidrélisis 4&cida del ensayo 1ver Hateriales vy
Metodos:. La aparicion de perfiles astrociticos dentro de la monocapa
gruesa en la etapa final da nuestros cultivos nos parecid
interesante, ya que podr{a representar una diferenciacidn g9lial de
nove con relevancia en la diferenciacién neuronal. Sin embargo, la
baia proporcion de neuronas en estos cultivos y el engrosamienteo
general de la monocapa obstaculizaba la observacion directa y podria
interferir en andlisis bioquimicos posteriores. Becidimos probav
diferentes condiciones de cultivo sobire esta posible diferenciacion

glial y sobre &1 desarrvollo neuronal.
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4.3 CRECIMIENTO CELULAR A BAJa DENSIDAD DE SIEHBRA Y EFECTO DE HEDIO

CONDICIONADO HOMKOLOGO.

Una diferencia muy interesante antre las nauronas cerebrales y
las hipotalamicas en cultivo era la cavacidad de sdstas Gltimas de
crecer en forma dispersa a bajas densidades (<< 10-3 células/cm2). La
sobrevivencia neuronal y la formacidn de estructuras reticulares fue
mas evidente en los cultivos hipotalamicos que en los cerebrales. En
parte, el exito del crecimiento de neuronas hipotalimicas a tan bala
densidad probablemente se debio a la epropiedad de la poli-iisina de
actuar como un sustrato de crecimiento adecuado. Sin embargo, las
cdlulas cerebrales nacesitan de algan factor adicional para su
desarrollo adecuado in vitro. Observaciones preliminares sugerfan
que al renovar solo la mitad del volumen cada cambio de medio en  un
cultivo de cdlulas hipotalamicas., se obtenian meijorias zaparsgntes en
la sobrevivencia de las nauronas Yy en el aspecto de sus
prolongaciones. Asl, era probable que el medio condicionado ramaneate
(medio condicionado homdlogo) tuviera una capacidad tréfica sobre las
cdlulas hipotalamicas. Para abordar esta pregunta., hicimos uso de
medio condicionadoe (HC) por cultivos homélogos confluentes, y lo
aplicamos a cultivos sembrados a bada densidad celular. El MC
homologe aumento la compledidad de 1las formaciones reticulares en

"cultivos hipotalamicos., e incraments la sobrevivencia y crecimiento
neuronal en cultivos cerebrales. Empero, el efecto mas dramiatico fué
1a inhibicion de la proliferacidn glial, ¥ 1la inducciédn de cambios
morfolégicos en la poblacion celular existente. En este trabalo no se

estudio si el efecto del HC hipotalamico es intercambiable con el del
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HC cerebral. La capacidad del HC homélogo de procurar algun factor o
factores que promueven el crecimientoc neuronal a baja dansidad
celular sugiere que astcecs factores neurotréoficos son solubles. Varias
actividaders trdficas relevantes para el desarrollo nerviosoc han sido
descrit#s en MCs en otros sistemas: actividadas promotoras de
.elongacion neuritica (Collins, 1978; DBribin y Barrett, 1982
Henderson y cois.. 1981) y de conversion colinergica (Patterson ¥y
Chun, 1977) en neuronas periféricas: promocidn de sobrevivencia
(panker. 1980: Varon vy cols., 1984: MHuller ¥ cols., 1984 ;
Grau-~lagemans y cols., 19843 y de elongacidn neurtitica (Banker, 1980;
Huller y cols., 1984) en neuronas centrales. En cuanto a éstas
ultimas, es interesante hacer notar que algunas actividades ademds de
encontrarse en HCs de tedidos no neuronales (heterdlogos), estén
asocitados con factores intrinsecos a las células en cuestion, lo que
explica la fuerte correlacién entre 1la sobkrevivencia de neuronas
cerebrales (Varcon y cols., 1584) y <erebalares (Grau—Wagemans vy

cols.., 1984) con la densidad de siembra empleada.

La astroglia ha mostrado ser una fuente importante de factores
troficos solubles para neuronas centrales (Banker, 1980; Varon y
cols., 1984: Huller y cols., 1984; Grau-Wagemans y cols., 1984)>. En
base al cardcter astroglial de la poblacidn no neuronal en cultiveos
hirotaldmicos de fetos murinos (Benda y cols., 1975: Puymirat vy
cols., 1982a) y de la alta proporcién de astroglia en la monocapa
basal de cultivos cerebrales de rata neonatal (Sensenbrennsar, 1977;
HeCarthy y de Vellis, 1980: Hansson, 1984; Ualker y cols., 1984), el
mejor candidato celular aue se puede tomar como responsable por la

_produccidén de 1los factores neurotrdéficos solubles en nuestros HCs
homélogos es la astroglta.
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For otra earte, resulta muy interesante que los productos

vertidos al medio, presumiblemente ror la astroglia, no solo

contentan factores neurotrdéficos, sino ademds rposibles faclores de

diferenciracion glial. La inhibicion de la proliferacidn no neuronal

en cultivos de geélulas hipotalamicas y cerebrales de Et4, y la

diferenctiacion morfologica de la astroglia hipotalidmica de E18 apoya

l1a interpretacidn de que estos eventos celulares son provocados por

los productos en €l HC. Una actividad similar en extractos de

cerebro, v su efecto en la diferenciacion astroglial, ha sido

descrita en detalle por Lim y cols. (1977). Este autor no registra

dicha actiwvidad en g1 HC astroglial, aungque si rgporta una

diferenciacion morfolegica espontanea en cultivos confluentes no

tratados con vl extracto. Mas trabajo en la caracterizacidén del HE de

nuestros cultlivos de cdélulas fetalas serad necesario para la

tdentificacinn

de este pocible factor(es) de diferenciacién glial, vy

su separacion del componente ngurotrdfico del HC.

4.4 EFECTO DEL SUERO BOVINO FETAL (FCS)
HORFOLOGICA IN VITRO.

SOBRE L& DIFEREHCIACION

Actualmente, un drez de vanguardia en el desarrollo de tdcnicas

da cultivo de células nerviosas. es la definicidn de wedios libres de

suero capaces de mantener poblaciones diferenciadas de neuronas vy

alia. para andlisis biocquimico y fisiolégico. La praesencia da suaro

{particularmente de FCS) en los mediocs tradicionalmente amoleados, ha
sido desplazada por complementos nutritivos y hormonales en 1la
formulacion de medios quimicamente definidos, para el crecimiento de
ciertas células nerviesas (para revision, ver Barnes y cols., 1984b).

A pesar de todo, ¢l FUS sigue siendo un componente necesario por

42—



- disminutan en numero,

DISCUSION

algunas de sus propiedades (e.g. proteger a las células durante la

disperstion del tedido, o como fuente de factores de adhesién de

celulas nerviosas). ademds de seguir siendo el complemento de los

medios de cultivos mds frecuentemente utilizado. De hecho. algunos
medios libres de suero son 1nsuficientes para promover el desarrollo
celular de cultivos hipotalamicos (Faivre~Bauman y cols., 1981) vy

cerebrales (Yavin y Yavin. 1980) en forma similar a aquellos cultivos

crecidus en medioc con el complemento serico. En nuestros cultives, la

adicion de FCS al medio parece tener efecto sobre dos aspectos del

dasarrollo nervioso in vitro: a) desarrceollo y sobrevivencia neuronal,

y b) desarrollo y diferenciacidéa glial. En 1o que respecta al

desarrollo neuronal., la decadencia tanto de l1as neuronas

hipotaldmicas como de las cerebrales era promovida por el FCS en el

medion. Este efecto detrimental fue evidente en la segunda semana de

desarrollo in vitro. cuande las neuronas hipotalamicas dispersas
y 'los agregados de neuronas cerebrales perdian

sus extensiones y se encogtan. El medio de cultivo (DﬁEH) libre de

suerc y con Insulina como unico suplemento hormonal parecid ser

suficiente para el desarrollo neuronal durante . la primer semana in

vitro, como ha sido reportado para cultivos de cdlulas dispersas

cerebrales (Yavin ¥y Yavin, 19803 y microexplantes cerebel ares

(Grau-Uagemans y cols., 1984) . Empero, en nuestiras. manos, la

Insulina por si sola no permite el crecimiento neuronal por mds de

una semana.

El segundo aspecto parece estar estrechamente ligado al primero.

La difarenciacién morfolégica dentro de la monocaps basal

hipotalamica y cerebral fue inhibida por el FCS. Esta diferenciacian

no era acompafiada de cambios datectables en 12 poblacidén celular
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total., come lo indicaron las curvas de creaecimiente, ¥y concuerda con

ovtros sistemas ds diferenciacidon astroglial in wvitro, donde los
dramiticos cambios morfologicos y bioquimicos inducidos por el factor

de maduracién glial (GHF) no wvan acompanados de diferencias

significativas en los niveles totales de DHRa de cultivos no tratados

(Lim y cols.., 1977). Ademas fue evidente que la ausencia de suero

inhibié 1la eroliferacion glial en nuestros cultivos. Esta fusrtie
dependancia de suero es caractaristica de 1la proliferacidn de
a?iroglga inmadura en cultivo, y ha sido reportada en cultivos
cerebrales (Yavin y Yavin, 1980, e hipotalamicos (Puymirat vy cols.,

1982a?.

El hecho de que al final del pariodo de cultivo la sobravivencia
neuronal y la diferenciacion morfoldgica glial hayvan estadeo asociadas
sugiere ;ue esta ultima de alguna manera es paralela a la produccion
de los factores neaurotrdéficos an al HC, Esta idea es apovada por la

.i}ecuenle ocbservacion de grupos de neuronas sobrevivientes
entremezecladas con Yastrocitos" diferenciados. Sin  embarge, la
relacidn causal entre 1a diferenciacidn morfoldgica y la producciodn
de factores neurotrdéficos no se puede discernir con los resultados

presentados hasta aqui. La posibilidad de que el FCS inhibe ambos

aspactos del desarrnlloc nervieso in vitro en forma indirecta e

inespecifica (e.g. por la mayor acumulacién de 4&cido lactico en

culiives con mas suero an el maedio) no puede ser descartada.

4.5 EFECTO DEL SUERO BOVIMC FETAL (FLS) SOBRE LA PROLIFERACION
BLIAL. '

NHuestros datos indican qQue las células gliales hipotalamicas de
El4 v EL1& responden en forma distinta al FCS. Se detactd un
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incremento significative de 1a meseta en 1a confluencia de los

alioblastos hipotaiamicos E16 en funcion directa con la proporcion de

FC5 en el medio. Esta estimulacidn mitdtica adicional no era

detectable en los glioblastos hipotalamicos de E14 o en los cultivos

cerebrales., He obstante., la decadencia neuronal en éstos Gltimos

podrta estar obstruyendo la deteccion de algiun efecto dentro de la

poblaciodon glial sobreviviente. La independencia relativa de los

glioblastos hipotalamicos mas Jovenes por el FCS se refledaba en el

alto nivel poblacional a2l que se llegan en la confluencia. ©Como se

puede o©observar por los niveles de DA en la meseta de las curvas de

crecimiento, aun con 20% de FCS la de los glioblastos hipotalimicos

de El6 (aprox. 9 wug DHA/poza) no alcanza el intervale ocupado

ragularmante por 1a maseta de les glioblastos E14 (10-12 ug

"DBRA/poczadl. Esta diferencis no es debida a la ausencia de la poblacidn

neuronal en los culiivos hipotalamicos E16, ya que en este periodc

{segunda semana in vitro), la pérdida neuronal era un evento

independiente de 1la edad original del tedido, y aun en les cultives

con una relacién inicial de neurona/glia alta, el DRA aneuronal no

representaria mds del 107X del DRA total al llegar el cultivo a la

confluancia.

La inhibicion de la prolifaracidn astroalial en ausencia de FCS

ya ha sido mencionada. Es posible entonces, que las células mas

Jovenes tengan una sensibilidad mayor por los factores mitogénicos en

el FCS que las células del teiido mids maduro, y aue por la tanto, i1a

activacién del proceso proliferativo ya estaba saturada en los

9lioblastos de El4, aun con SZ de FCS an €l medic. La aplicacidén de
‘HC hoﬁ&iago s0bre las células hipotaldmicas de 1as dos edadas fetales
fué la que produjo resultados mas sobresalientes. En las células
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hipotaldmicas de Eld inhibidé en un 33% el crecimiento glial a los 12
dias in vitro, y en las celulas hipotalamicas de E16 induio la
diferenciacion morfoldégica de la glfia presente, sin tener un efecto

significativo sobre la cantidad de células totalas a los 12 DIV,

4.6 GLIOBLASTOS ONTOGENETICAHENTE DISTINTOS Y SU COHPORTAHIENTO IN
VITRO.

La capacidad del HC de inhibir la actividad mitsdtica de los
g}icblastos hipotalimicos Jévenas (los cuales mostraban una gran
capacidad proliferativa in vitro), y de inducir difergnciacidén
morfoldgica en los glioblastos mas maduros (que a su vez tenfan una
caracidad proliferativa mas restringida y una predisposicidon mas
marcada a diferanciarse), sugiere que, baljo nuestras condiciones de
cultivo, las células gliales hipotalamicas ratienen las
caracteristicas ontogengéticas del tedido original. Es decir, que en
¢l tedido de El4, poco después de la ultima divisién neuronal en el
hirotélamo. la gliogdnesis se daesarrollarfa -a partir de una zona
ventricular (o zona epandimald mitéticamente activa, formada sor
células progenitoras astrogliales {astroblastos). Estas dartian origsan
a las células precursoras astrogliales con capacidad praoliferativa
mas restringida y determinadas como astrocitos inmaduros, que a su
vez abandonarian la zona matriz para integrarse a la zona del manto vy
diferenciarse en astrocitos dentro de los nucleos hirotalamicos en
proceso de maduracion. El tejido de El6 repraesentaria asi una de las
etapas_ mdas avanzadas an el desarrollo del hipotidlamo prenatal. Esta
proriedad de los cultivos astroglialies de reflejar el gra2do de
desarrollo ontogenetico en el tedido dal que son originarios ya ha

sido reportada en cultivos de neocorteza (Fedoroff., 1980). Resultaria
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muy interesante seguir el desarrollo de la subcultivacion de cultivos
praimar ios del hipotilamo El4, para determinar si adquieren las

caracteristicas de los cultivoes primarics del hipotilamo El16.

4.7 NEUROPEPTIDOS HIPOTALAMICOS: HORHONA LIBERADORA DE HORHNONA

TIROTKROFICA (TRH).

Los valores de TRH detectados por RadiolnmunoEnsayo (RIE) an
estructuras fetales y neonatales de ratén (Tabla IIl) no difieren
stgnificat ivamente de lo reportado en la literatura (Falvre-Bauman ¥
cols.. 1978). La especificidad del antisuerc utilizado en nuestros
ensayos ya ha sido demostrada anteriormente (Joseph-Bravo y cols.,
1979). Ho obstante, los niveles de TRH detectables en nuestros
cultivos hirotalamicos son mayores que lo reportado en cultivos
hirotaldmicos crecidos balo condiciones equiparables (Faivre-Bauman y
cols., 1980), donde disminuyen los valores de TRH de 20 »ng por.
hipotilamo in vivo, a 10 pg pof equivalente celular da hipotilamo
después de 10 dias 1in vitro. Considerando gue las células viables
recuper adas de una estructura determinada representan tan solo wuna
fraccion de la poblacion total de células en dicha estructura in vivo
{rn aswecial con respecto a la poblacidn neuronal), es muy notable
que obtuvieramos valores mayores de 100 pg de TRH en algunos de
nuestros cultivos. La identidad de este material radioinmunocensayable
como TRH ha sido confirmada caracterizando el extracto celular del
cultivo por HPLC, coincidiendo satisfactoriamente el perfil
cromatogrif ico de [3H}ITRH con el perfil del material inmunodetectable
(Joseph—Bravo y cols.. 1984), Sin embargo, hasta ahora no nos ha sido
rosible dilucidar 1los procesos que permiten la expresion del

tripeptido mor las células en cultivo, ya que la alta variabilidad
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observada en los niveles de TRR intracelular en cultivos
hipotalamicos persiste bajo todas las condiciones de craecimiento
emp leadas.

Varios faclores actuan al tratar de vescatar una subpoblacién

neuronal particular con una serie de caracteristicas propias de un
tejido diferenciado y funcional le.g. adulto), si se parte de una
mezcla de poblaciones provenientas de un  tedido inmaduro, tanto
histologica como funcionalmente.

Como se menciono en la Iantroduccidén,

12s distintas poblaciones celulares del teiido nerviose tienen

susceptibilidades y raspuestas particulares al reto del cultlvo in
vitre. Baso ciertas condiciongs <9 posible seleccionar el tipo
celular de interes. Sin embargo., la voblacion neuronal es también un

condunta de subpoblaciones,

cuyas caracteristicas de funcionalidad

nervinsa (tales como la seleccién del neurotransmisor eferente, vy la

recepltividad a un transmisor aferente) dependeran de parametros tales

come el grado de diferenciacion alcanzado previo al pasale in vitro,

su localizacion en un teiido en dasarrollo {(con desplazamientos:
continuos e interaccionas celularaes dinamicas), l1a proporcidén final

obtenida in vitro de las suhpoblaciones neuronales sobravivientes, vy
e}l microambiente bajo el cual se logren desarrollar. Por lo taanto, es
pertinente wuna reevaluacidn profunda de las posibles variables

importantes en el crecimiento neurenal in vitro, ast como del proric
material tisular usado como fuente da neuronas peptiddérgicas, si se
considera al cultive celular como una opcion atractiva para 1la

elaboracidon de un modelo in vitro de la neurosecrecidn hipotalamica.
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S. CONCLUSION.

Esta claro que no se ha llegado aun a las condiciones éptimas
para la expresion reproducible vy en niveles adecuados de TRH en
cultive celular. Esta 1incapacidad de scstener la diferenctacién y
funcionalidad de las neuronas hirolalamicas in viitro nos inclind a
considerar otros aspectos celulares de posibhle relevancia en el
proceso. Actualmente, la interaccion trofica de 1la astroglia con
neuronas centrales esta siendo estudiada., y su importancia en el
desarvollo dal CNS va adquiriendo mds peso. HNuestiros resultados
indican que es posible obtaner poblaciones presumiblemente
asirogliales con comportamientos in vitro distintos, en funcidn de su
edad ontogendtica. Sera posible estudiar la importancia de |ia
tnteraccion neurona-glta a dictintas etapas de diferenciacidn glial.
La capacidad del medio cona}cionada homdélogo de Promovear la
difarenciacion morfologica glial vy 1la sebrevivencia neuronal resuit;n
alentadores «n la aplicacién del cultive in vitro para la solucién de

preguntas sobre los mecanismos de la funcidén nerviosa central.
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Figura 1.~ C€élulas hipotalamicas de E14 sembradas a alta densidad
(1.5%10~-5 cel/cm2) en pozas de cultivo. Observaciones a contraste de
fases (160x) de <dlulas vivas. En la curva de crecimiento se senhala
el dia in vitro (DPiV) en qua fueron tomadas las fotograffas. Las

curvas representan cultivos cin tratar (linea continua) y tratados
con Cit-ara al 5 BIV (lineca punteadad.

En "a" se muestran a las células pasales formando una
En "b" se senalan las cé¢lulas de apariencia neuronal,

{cabezas de flecha) o formando agregados (puntas). En
algunas neuronas

basales.

monocapa.
individualmente

"c® se sefalan
{ flechas) sobre una monocapa coafluente de cdlulas
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Figura 2.- Células hipotalamicas de El4 sembradas a alta denstidad
{10-5 cels/cm2 aprox.) en pozas de cultivo, y tratadas con Cit—-Ara al

'S 'BiV. oObservacliones a contraste de fases (230x a,b y ¢ 160x d) de
célultas vivas. Fotoorafias tomadas al 14 Div.

Las flechas garandes sefalan 195 cuerpos de células con
apariencia neuronal. Los pares de flechas chicas sefalan sus procesos

celulares. £n *a® se muestran algunas células con procesos bipolares
primarios y miltieles ramificaciones secundarias. En "b? se muestran
varias células bipolares, En "c® se muastra una célula de apariencia
nourosecretora,

con un cuerpo celular mayor al de las bipolares ¥y un
proceso erimario princiepal. En “d*®

52 seftalan algunas colonias de
células epitelioides granulares {(puntas). : -






Figura 3.~ Ceélulas hipotalamicas de Et4 sembradas 2 alta densidad
{10-5 cel/cm2 aprox.) en pozas de cultivo, ¥y tratadas con Cit-aAra al

S DIV. Observacionas a contraste de faaes (160x) de <células vivas.
Fotografias tomadas al i4 DIV, )

Tres <campos continuos mostrando a wuna c¢élula de apariencia
neuronal {(flecha grande) extendiendo una neurita (par de flechas

chicas) sobre la superficie 1libre de cédlulas basales, hasta hacer
contacto con otra célula neuronal.






Figura 4.~ Células hipotalamicas de E14 sembradas a alta densidad
{10-5 cel/cm2 aprox.) en pozas de cullt'ive. Observaciones a contraste
de fasas (160x) de células vivas. Fotografias tomadas al 14 DIV  de

cultivos no tratados con Cit-Ara (marcado sobre la curva de

crecimiento por la flecha). Las curvas representan cultivos sin
tratar (l1fnea continua)

y tratados con Ctt-ara al S DIV (ltinea
runteada).

En ®*a" se muestran los agregados de células
neuronal pero sin procesos celulares aparentes. En *b" y %c* se

muestran alsunos grupos de células sobrevivientes con apariencia
neuranal y sus procesos principalmente bipolares, creciendo sobre una
"monocapa® basal engrosada.

con apariencia






Figura S.- (Celulas hipotallmicas de E14 sembradas a alta densidad
(10~5 cel/cm2 aprox.) en pozas de cultivo. Observaciones a contraste
de fases (250x a.b y c;: 160x d) de células vivas. Fotograftias tomadas
al 14-15 DIV, :

En “a%" vy *b" se sefalan los cuerpos de células con apariencia
neuronal (flechas) dentro de una "monocaera® muy engrosada. Las dos
fotos representan el mismo campo pero enfocade en dos planos:
superficialimente (a) o del interior (b) de la "monocapa". En "c¢' se
muestivya wuna célula de apariencia heurosecretora en el interior de la
*monocapa®. BEn ®"d" se muestra a 1a "monocapa® con células de
apariencia neuronal (flechas) y astrocttica (pumtas de flechal, Las
primeras tienen un halo luminoso mds intenso y son de mayor didmetro
celular gque las segundas.






Figura 6.~ Lélulas de  1o6bulos frontales de Ei14 (a y ) y Elé (b)
sembradas a alta densidad {(1.5x10~-3 cel/cm22

en pozas de cultivo.
Gbgarvacicnes a contraste de

fases (160x) de células wvivas.
Fotograftias tomadas al 6~2 DIV (a y ¢c) o-al 1S DIV (h). Las curvas
represantan cultivos sin  tratar (linga continua)

y tratados con
Cit-Ara al S DIV {(linea punteada)l.

En "a" células neuronales (flechas
arandes) interconectados por un fasciculo de procesos celulares
- de flechas chicas?,

En "c"® se muestran varias <¢élulas basales de
apariencia fibroblastotide (mitad cuperior del campro) o epitelioide

{mitad inferior). En *b" s2 muestra una monocapa muy desarrollada de
células basales con varias células de aspariencia astroecttica, las
cuales se seflalan en £l recuadro (puntas de flecha) a mayoer aumento
{(250x). .

se sefnalan unos racimos de

{pav
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Figura 7 y 8.—- <¢eglulas hipotaliémicas de E14 sembradas a Huy #alta
‘Bensidad (a), Alta Densidad (b) o  Baia Densidad <(c) en pozas de
cultiva. Observaciones a contraste de fases (160x) de células wvivas.
Bn las curvas de crecimiento se sefiala el dia in vitro (DIV) en  que
fueron tomadas la fotograftias. Las curvas vrvepresentan cultivos
sembrados a 4x10-5 cel/cm2 {circulos llenos), 1.5x10-5 cel/ecm2
{circulos semivactios) o Sx10-4 celscm2 (circulos vacios).
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Figura 7 y 8.~ Células hipotalamicas de E14 sembradas a Muy Alta
Densidad (a), Alta Densidad (b) o Baia  Densidad (¢) en pozas de
cultivo. Ubservaciones a contraste de fases (160x) de células vivas.
En las curvas de crecimiento se sefaia el dta in vitro (BIV) en que
fueron tomadas la foltograftas. Las curvas vepresentan cultives
sembrados a 4x10-5 cel/em2 (circules 1llanos?, 1.5x10-C cel/cm2
(circulos semivacios) o S5x10-4 cel/cmZ (circulos vacios).
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Figura 9.- Qélulas de lobulos frontales de E14 sembradas a Muy alta
Densidad (a), alita Densidad (b) o Baija Densidad (o) en pozas de
cultivo. Observaciones a contraste de fases (160x) de células vivas.
En las curvas de crecimiento se sefala el dta itn vitro (DIV) ~en: que
fueron tomadas la fotografias. Las curvas representan cultivoes . .
sembyados a 4x10-5 cel/cm2 (circulos llenos), 1.5x10-5 cel/cm2

(circulos semivacios) o Sx10-4 cel/cm2 (circulos vacios). :
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Figura 10.- Células hipotalamicas de E14 sembradas a Bala Densidad
(S%10~4 celscm2) en pozas de cultivo. Observaciones a contraste de
fases - (160x) de celulas vivas. Fotograftas ‘tomadas al 9 DIV, Se
incluyd 172 volumen de medio condicionado homélogo a partir del 3 DIV
en %ot y "g*,
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Figura 11.- Células hipotalamicas de Ei4 (a y ¢c) y Elé6 (b 'y d), -
sembradas a BalJa Densidad (Sx10-4 cel/cm2) en pozas de cultivo.
Observacionegs a contraste de fases (160x) de células vivas.

Fotografitas tomadas al 12 Dlv, Se incluyd 1/2 volumen de medio
condicionado homélogo a partirv del 3 BIV en "c* y “d~. o

El medio condicionado no parecid afectar el namero de células
con apariencia neuronal de E14, aunoue aparentemente aumentd la
extensidn y grosor de sus procesos celulares (a2 vs. ¢). El medio

condicionado induidé un cambio morfologico en las células basales de
Elé (b wvs. d}, aumentando el numero de células con apariencia
astrocftica.
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Figura 12.-~ Células de lébulos frontales de El4 (a y b) y El& (c,d,e
y f). sembradas a Baja Densidad {(Sx10-4 cel/cm2) en pozas de cultivo.
Observaciones a contraste de fases (160x a,b y c; 2BOx d,e y f) de
células vivas. Fotografias tomadas al 9 DIV (a y by y al L2'DIV
(c,d,.e ¥v f). Se incluyd 1/2 volumen de medio condicionado homéleoge a
partir del 3 DIV en "b", *c¥, "“d", “e" y "“f".

El medio condicionado induio un cambio morfoldgico en  las
células basales y 1limitd la extencidn de 12 monocapa (a vs. b))
ademas, Parece promover 13 sobrevivencia y desarvrollo de las cdélulas
de . apariencia neuronal (c). En ugw, g y "¢*® se muestra la
diversidad morfoldgica de estas células crecidas an medio
condicionads: células individuales con apariencia neuronal (flechas
grandes) y cédlulas basales con apariencia astrocitica (puntas de
flechas.
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Figura 13.- Células hipotal&micas de E14 (a) y E16 (b y ) y células
. de 1lébulos frontales de E14 (d) y Elé (e), sembradas a alta densidad
(10-5 celscm2) en pozas de cultivo. Observacicones a contraste de

fases (250x a, b ¥y c; 160x d y e) de cdlulas vivas. Fotoegraftias
,:tomadas,ai &-12 DIV.

Las células hipotalamicas fueron crecidas en DHEM-FCS 57 (a, b y

ci. En *a” se muestra una colonia de células epltelioldes granulares
(puntas). En "b" y "¢ se sefialan wvarias c¢élulas de apariencia
astrocitica (puntas de flecha).

Las «élulas cerebrales fueron crecidas en DHEH sin sueroc (d) o
con DHEM-FCS 20% (e). En *d" se sefalan algunos racimos de células
neuronales {(flechas grandes) de donde s2 extienden miltiples procesos
(pares de flechas chicas):. En "e" ce muestra un haz fibroso de.
cédlulas basales despegandose de la superficie del plato (puntas).
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Figura 14.— Cultivos hipotalamicos (H-14) o de 1d6bulos frontales
(C-14) de 14 dias de gestacidén. Se sembraron a alta densidad (10-S
cel/cm2 aprox.) en pozas de cultivo. Se crecieron en DHEH-FCS, del
cual fue renovado medio volumen cada tres dfas in vitro (DIV), Linea
continua: cultivos control. Linea discontinua: cultivos a los cuales
se les afadio una dosis de Citosfn-Arabindsido 1Ouf al S DIV. Los
. puntos representan promedios de 4 pozas pertenecientes a dos cultivos

independientes. Promedio +/- SEN.
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continua: cultivos contrel. Linea discontinua: cultivos a los cuales
se les afadio una dosts de Citosin-Arabindsido tOuM al S DIV. Los
puntos vremresentan promedios de 4 pozas pertenecientes a dos cultivos
independientes. Promedio +/- SEM.
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Figura 15S.~ Cultivos hipotalamicos (H-18) o de ldbulos frontales
(C~16) de 16§ dias de gestacidn, Se sembravron a alta densidad (10-S
cel/cm2 aprox.) en pozas de cultivo. Se crecleron en DMEH-FCS, del
cual fue renovado medio wvolumen cada tres dfas in vitro (BIV). Linea
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Figura 16.- Cultivos hipotaldmicos (H-14)
{C~14) de 14 dias de gestacidn. Se sembraron aproximadamente 400,000
cel/cm2 {ctrculos llenos), 150,000 cel/cm2 (circulos sami-vacios) o©
S0,000 cel/cm2 <{(circulos vacios y rayados) en pozas de cultivo. Se
crecieron en DHEM-FCS, del cual fue renovado medio volumen cada tres
dias in wvitro (DIVU). Algunos cultivos (circulos rayados) recibieron
medio volumen de DHEM (sin FCS) y medio wvolumen de HC homdlogo a
partivr de 3 DIV. Los puntos representan promedios de & pozas

o de 16bulos frontales

pertenecientes a dos cultivos independientes. Promedio +/- SEH.
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Figura 17.~ Cultivos hipotalamicos (H-16) o de 1ébulos frontales
{C-16) de 16 dtas de gestacidn., Se sembraron aproximadamente 400,000
cel/cmz {circulos llenos). 150,000 cel/cm2 (circulas semi-vacios) o
S0,000 cel/cme (circulos vacios y ravados) en pozas de cultivo. Se
crecieron en DHEH-FCS, del cual fue renovado medio volumen cada tres
dtas in vitro (DIV). Algunos cultivos (circulos rayados) recibieron
medio volumen de DHEN (sin FCS) y medio wvolumen de HC homélosc a
Partir de 3 DIV. Los puntos representan promedios de 4 pozas
pPertenecientes a dos cultivos independientes. Promedio +/— SEHN.
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Figura i8.- Cultivos hipotalamicos (H-14) o de lébulos frontales
(C-14) de 14 dias de gestacidn. Se sembraron a alta densidad (10-3 :
cel/cmz aprox.) en pozas de cultivo. Se crgcieron en DHEH-FULS hasta 7
el 3 dia in wvitro (DIV), cuando se les renovo en adelante todo el
medio cada tres DIV por DHEH-20X FCS (linea continua). DHEHW-10% FCS
{linea discontinua punteada), DMEN-SZ FCS (linea discontinua) o DHEN
sin FCS (linea interrumpida a intervalos). Los barras representan
promedios de 4 pozas perlenecientes a dos cultivos independientes.
Promaedio +/~ SEH.
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Figura 19.- Cultivos hipotaldmicos (H-146) o de ldbulos frontales
(C-18) de 16 dias de gestacién. Se sembraron a alta deasidad (10-5
cel/cm2 aprox.) en pozas de cultivo. Se crecieron en DHEH-FCS hasta
el 3 dia in wvitro (BIV), cuando se les renovd en adelante todo el
medio cada tres 31V por DHEM-20% FCS (linea continua), DHEH-10Z FCS
(linea discontinua punteada), DHEH-SY F(S (linea discontinual} o DHEM
sin FCS (linea interrumpida a intervalos). Los barras representan
promedios de 4 pozas pertenecientes a dos cultivos independtentes.
Promedio +/- SEH.
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fiaqura 20.- Cultivos hipotalamicos de 14 dias de gestacien (H-14) o©
de 1A dias de gestacidn (H-16). Se sembraron 6-7 x10-3 céiulas/cmz en
pozas de cultive. Se crecieron en OMEM~FCS. el cual no fud ranovado
hasta el final del cultivo (-), fue renovado medio volumen cada tres
dias in vitro (+) o fue venovado todo el volumen cada dos dtas 1n
vitro (++). Todos los cultivos son de 1S df{as in vitro (DIV). Las
barras representan eromadios de S$-4 pozas pertenecientes a un
cultivo. Promedio +/- SEN.



TABLA 1

HIPOTALANKG LOBULOS FRONTALES
Edad Viabilidad total de celulas Viabilidad total de células
faetal L) por hipotilamo (L) por par de lébulos
x 10,000 %10, 000
Etla 85.0 % 161.0 +/- 10.3 81.2 % 219.0 +/- 25.9
El6 36.4 Z 198.3 +/- 10.9 £6.3 L 356.3 +/-~ S57.9

Se disecaron 10-1Z2 hipotilamos y 6-10 pares de loébulos frontales de
embriones de 14 (Ei1d4) o 16 (El14) dias de gestacidn. Se disperséd el
tedido en DHEH~FCS como se describe en Haterial y Hatodos. Las
células se lavaron del medio de dispersidn, y se resuspendieron de
nueva cuenta en DHEH-FCS. Se determind 1ta viabilidad en las

suspensiones celulares finales por exclusidn de azul de tripano.
Promedio +/—- S.E.H. de 6 experimentos.

TaBLAa 11

CULTIVO SIEHBRA DNA proteina

HIPOTALAKBICO (10~5 cel/cmz) {ug/poza) {ug/poza)l

(=) Cit-ara t.e 8.1 +/- 0.5 107.9 +/— 7.8
(+) Git-ara al & DIV 1.9 7.8 ¥/~ 0.7 120.0 +/- 4.3
{=) Cit-ara 2.0 8.1 +/- 0.2 119.5 +/~ 4.1
{+) Cit—-aAra al S5 DIV 2.0 3.3 +/—- 0.1 84.0 +/- 5.5
{-) Cit-ara 0.7 8.6 +/- 0.2 100,9 +/- 2.4
(+) Cit-ara al S DIV 3.7 3.0 +/- 0.5 S4.4 +/- 4.0
(-3 Cit-ara 0.3 7.8 /- 0.3 *L.7 +/- 4.2
(+) Cit—-ara al S DIV Q.3 1.4 +/- 0.1 12.2 +/—- 1.6

Se - disecaron 10-12 hipotdlamos de embriones de 14 dfas de gestacién
(Elg), Las suspensiones celulares obtenidas se sembraron a las
dansidades sefaladas en pozas de cultivo (16 mm de diam.), y se
alimentaron cada tres dias cambiando 1/2 volumen del medio de cultivo
por medio DHEMN--FCS fresco. Los cultivos se procesaron para las
determinaciones biogquimicas después cde 12-15 dias in vitro (DIV). En
los cultivos donde se wutilizéo el antimitotico, se anadid el
Citosin-firabindésido (Cit-Ara) en una sola dosis de 10 ud en el medio
el dia de cultivo indicado. Los rasultados reprasentan tres cultivos
inderendientes. Promedio +/- S.E.H. de n=4~10 pozas.



TaBLa II1

EDAD TRH TRH'
{pg/hipotalamo) (pg/cerebvro)
Eld 31.9 +/- 3.0 40.7 +/- 3.6
{6) (&)
Elé 70.3 +/—- 6.4 99.5
3) (2)
ElS8 ?1.2 +/~- 1.8 146.7
{37 1
2 dfas 80.6 327.7
pPostnatal 1) (2>
Adulto 6,800 +/~ 900
(3)

Se determinaron los niveles de TRH radioinmunoensayable en el
hipotilamo y el cerebro (extra-hipotalamico) de ratones a varlas
edades fetales., postnatal y en adultos macho. Los valores se expresan
come TRH ‘total por estructura. En la mayoria de las edades fetales
ara necesario Juntar varias estructuras. Para la determinacidon en
adulto se realizaron diluciones seriadas, y se sacéd el promedio
correspondiente a un hipotdlamo. Los nGmeros entre paréntesis indican
la cantidad de puntos ensayados (ver Haterial y Hétodos). Promedio

+/- S.E.H.

TABLA 1V
CULTIVO : BIAS IN VITRO
HIPOTALAMICO
(=) Cit-ara 3 6 9 12 1S
ug DNa 6.6 14.2 10.5 22.8 22.5
ug proteina 135 240 243 S70 694
rs TRH 119 92 111 25 138
{(+) Cit-pra al S DIV
ug DNa 5.5 8.9 7.5 S.1 6.6
ug proteina 128 17S 179 211 280
pg TRH < 10 45 S9 92 53

Se disecaron 10 hipotdlamos de embriones de 14 dfas de gestacioéon
{(E14). La suspensidn celular se sembré en 10 cajas de 35 mm de
didmetro (10-S células/cm2). Los cultivos se alimentaron cada tres
dias cambiando 1/2 volumen del medio de cultivo por DMEM-FCS fresco.
Se tomaron las cadas rprara ser procesadas a los dlas en cultivo
senalados. Una serie se traté con Citosin-Arabindsido (Cit—-Ara) al
quinto dta in vitro (S DIV), anadiendo una sola dosis 10 ul en el
medio. Los resultados son los valores totales por caja de cultivo.




TABLA V

DERSIDAD .
DE SIEHBKA ug proteina ug DRa P9 TRH

2x10-S cel/cm2 369.3 +/- 31.6 20.1 +/- 2.6 248.8 +/- 91.1
1x10-S ¢el/em2 241.0 +/- 19.1 10.1 +/~ 1.7 176.0 +/~ 39.8
Sx10-4 cel/ecmz 128.2 +/~ 9.3 4.5 +/~ 0.8 165.8 +/- 13.3

Cultivos de células hipotalamicas de 16 dfas de gestacién (E16) . se
sembraron a la densidad senalada en cadas de 35 mm de didmetro
{aprox. ) 38 1/2 ¥y 174 eaquivalente de hipotilamo por cala,
respectivamente). Los cultivos se alimentaron cada tres dias.
cambiando 1/2 volumen del medio de cultiveo por DHEK-FCS fresco. Se
trato con Citosin-arabinosido (Cit-Ara) al sexto dia in vitre (&
DIV). anadiendo una sola dosis 10 uM en el medio. Se tomaron todas
las ecalJas al 15 DIV. Los vresultados son Promedio +/~ Desviasién
EstiAndard de 3 calas de cultivo.

TaBLa VI
TRH intracelular
(pg)
HIPOTALAMO E14 E16
Densidades
de siembra:
4.0%x10-5 cel/cm2 1353.3 ' 47.0
1.5x10-5 cel/cm2 81.7 ’ 44.9
G.5%10~-5 cel/em2 S56.4 32.3
Forcentage de
FCS en el medio:
207% 15.7 <10
10% 17.1 < 10
S% 14.4 < 10
[s)/2 ’ 14.3 < 10
CEREBRO
Densidades
de siembra:
q4.0x10-5 celscm2 60.0 34.2
1.5x10~5 cel/cm2 S5.5 43.4
0.5%x10-5 cel/cm2 84.4 43.8
Porcentage de
FCS en el madio:
207% 14.5 < 10O
1074 o 12.8 < 10
S% - 14.1 < 10
% 15.46 < 10




Tabla V1.~ Cultivos de células hipotaldmicas y de ldbulos -frontales
(cerebro) de 14 (E14) o 16 (E16) dtas de gestacidn en pozas de 16 mm de
didmetro. Los cultivos fueron sembrados a distintas densidades celulares vy
se les renovo 1/2 volumen del! medio cada tres dias: o fueron sembrados a
10-S cel/cm2 y alimentados renevando todo el volumen del medio por medio con
distintos porcentages de FCS cada tres dias. Las pozas se tomaron al noveno
dia in vitro, Los valores de TRH celular son la suma de pozas en duplicado
para cada condicién de un solo experimento.



APENDICE I
OPTIHNIZACION DE LA DISPERSION DEL TEJIDO FETAL.

E1 sistema de dispersidn utilizado originalmente consistfa de

una dispersidn mecanica pasando el tajido por wuna serie da aguias

hiprodérmicas de dismetro en orden decreciente (ver la tesis del

Bidologo Jose Luis kedondo, 1983). El medio de dispersion consistfa da

una formulacion balanceada de sales (excepto Calcio) con wuna mezcla

minima de nutrientes esenciales (SHEH: G1BCUO Lab.). Para evitar el

dafno celular excasivo por el estres mecdnico, se incluyd albumina de

susro bovino (BSA: Sigma) al 1% en esta solucidn. Ademas, los fetos

se mantentan en PBS a temperatura ambiente durante todo el tiempo que

duraba la diseccion <(aprox. 1 hr.). Pudimos observar gque al

Prolongar este Periodo innecesariamente (t > 1! hr.), balaba

drasticamente el rendimiento celular por hipotdlamo y la viabilidad

del proceso du dispersion {tabla a). al pasar de una aguja a la

siguiente an la serie. el npumero de células dispersas siempre

disminufa. Con las dos primeras aguijas se dispersan mds cé€lulas que

2n pasos subsecuentas. Como se puede ver en la tabla A, es evidente

ademas que en estos dos pasos iniciales es donde se obtienen casi

todas las células viables del proceso de dispersion por agudas,

prasumiblemente por que los fragmentos de tediido no dispersado ya

astan demasiado danados mor el proceso como para rendir mas celulas

viables. En adelante solo se utilizaron las dos primeras agulas de 1la

serie para efectuar la dispersién mecdnica. Por otra rarte, un

consenso pareclta estar emergiendo en la literatura del cultivo

celular. que adiudicaba al suero bovino fetal (FCS) la capacidad de
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proteger a4 la suspension celular de la agresion mecanica, y de
aumentar la eficiencia de siembra. Al incluir FCS en el medio de
dispersion SHEH., vimos que aun cuando la viabilidad de la suspension
no denotaba medjortas significativas., el aumento en la cantidad de
células recuperadas por hipotdlameo implicaba un aumento importante en
la cantidad de células viables disponibles (tabla a). Al utilizar el
medio de cultivo wusual (DHEH-FLS) como medio de dispersidn.
observamos que los resultados no parecian ser distintos con esta
nueva modificacion: sin embargo, la eficlencia de stembra vista a
ceniraste de fases parecia ser meJjor. Al mantener a los fetos en PBS
a 4 grados L durante la diseccién no se afecta el rendimiento del
proceso de dispersion, lo que nos permitid reladar el pericdo de
diseccion, ¥y adoptar estas dos ultimas modificaciones al srotocolo

final de 1la dispersién mecanica.

Al tratar de implementar un protocolo de dispersidn
mecano-enzimética, hicimos uso de un ingenicso paradigma de digestidn
con triesina. que evita 1la exposicidén prolongada del tedido a la
enzima baio agitacieon continua (ecn la consiguiente pérdida celular),
como se usa en los protocolos tradicionales de dispersidn enzimitica.
Esta tecnica (referida como *tripsina fria®; ver Freshney., 1983) se
basa 8n exponar al tedjido por un periodoc prolongado (S-8 hrs.) a la
solucidn triptica a 4 grados C (tripsina cruda al 0.25% en DMEH). Lo
idea consiste en saturar pasivamente el telido con la enzima inactiva
(e.g. sin nacesidad de agitacion). Terminado este periodo, se decanta
el exceso de solucidn de tripsina, se incuban los fragmentos por 20

minutos a 37 grados C (en que se lleva a cabo 1la digestidén), para
"procedgr finalmente a iﬁactivar la actividad enzimdtica con 1 ml de
_DHEH—FCS y a dispersar el tejido mecdnicamente. Dade que las
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protetnas de membrana podrian ser importantes en el reconocimiento
inicial de las cd¢lulas en cultivo, decidimos no emplear esta
metodologtas como parte integral de nuestro acervo de técnicas. No
ocbstante. en resultados preliminares utilizando 1la técnica de 1la
tripsina fri1a., pudimos observar un S0 de incremento en la cantidad
de ceélulas recuperadas por hipotilamo de Elé, y casi un 200% de
aumento en la viabilidad de las células dispersadas (tabla B). al
utilizar 21 teiido mas Jjdven (E14), los efectos fueron mis modestos,
tncrementando la recuperacidn por hipotdlamo en S0ZL, Pero sin cambios
s;gnificativos en la wviabilidad de la dispersidén. Asimismo, al
emplear esta tecnica con 16bulos frontales, el teiido de El16
experimento un modesto aumento en la wviabilidad de las cédlulas
dispersadas tripticamente. sin cambios importantes en el raendimiento
de células por estructura. No se detectaron mejorfas en ainguan
aspecto de la dispersion emzimatica de 1dbulos frontales de El4
{tabia B). Es probable Que el efacto positivo da la tripsinizacion
sobre la dispersion del tedido hipotaldmico mds desarrollado (El&)
vefleda la maduracion temprana de asta estruciura. y ror lo tanto. su
mayor susceptibilidad a 1la agresion mecdnica de la dispersion. Las
estructuras de la corteza cerebral no han alcanzado la madurez a klas
dos edades fetales mprobadas. En cambio, la susceptibilidad a la
dispersion del hipotialamo en El4 es muy similar a 1la de sus

contrapartaes corticales (ver Biscusidn).
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Tabla A

Células viables del total de células recuperadas (%)

+ BSA 1% + FCS 207
Agusa t > 1 hr t <=1 hr t <= 1 hr
1. 9.3 +/- 3.3 37.0 +/—- 4.5 37.3 +/~ 6.2
2. 7.6 v/~ 1.4 5.9 +/- 0.6 10.7 +/- 2.0
3. 2.1 +/- 1.0 2.7 «/- 1.6
q. C.? +/~ 1.4 2.3 /- 0.7
Viabilidad 20.0 +/—- 2.2 48.1 ~/~- 2.8 48.0 +/—- 4.8
global (%)
Total de 141 .48 +/~ 24.2 170.5 +/~ 64.8 282.8 +/~ 46.8

cel. recu-
peradas (x10,000)

F-11 hipotilamos se disecarcn de fetos de 16 dias de gestacidn (Ei18).
Los thipotilamos se pusieron en 1 ml de solucidn de dispersidn (SHEW)
complementada como se indica en la parte superior de las columnas, va
sea con albumina de suero bovino (BSA) al 1%L, © con suero bovino
fetal (FCS)» al 20%. El tejido se dispersd fasando la suspensidén por
agudas hirodermicas de varios diametros: 1.5 mm (t.); 1.25 mm (2.);
t.0mm (3.): S/ mm (4.). La viabilidad se determind ror exclusidn de
azul de tripano. "t®* indica el tiempo usado en la disecgidn. Bstos
datos fueron obtenidos antes de lavar las células de la soluciédn de

dispersion. Promedio +,— S.B., 2-8§ aexperimentocs.
Tabla B
HIFPOTALANO LOBULOS FRONTALES
Viabilidad total de células Viabilidad total de células
%) ror hipotdlamo (2 por par de 1ldébuloes
x 10,000 x 10,000
(Tejido E14):
sin tripsina 73 % 161.5 85 4 258.5
.con tripsina 64 % 246.0 87 % 266.5
(Tedido E16);
sin tripsina 18 Z 163.0 &7 4L 300.9

con tripsina 53 % 23%.0 78 4 296 .0

Resultados de un experimentio de dispersiodn en teiidos de 14 (El14) o
de 16 (El16) dias de gastacidn, para comparar la dispersion mecanica
con ia mecano-enzimdtica {tripsina fria). Se disecaron 9$-10
hirpotilamos o pares de lobulos frontales de la edad fetal indicada
para cada ensayo. La dispersidén se realizd en DHEM-FCS. La viabilidad
se determind por exclusidn de azul de tripano. Estos rasultados se
tomaron antes de realizar el lavado del medio de dispersién.
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APENDICE 11
GPTIMIZACION DE LA DETERHINACION DE DNA.

El ensayo consiste en una modificacion del método de Erwin vy

cols. {(1981). Basicamante. @l material precipitable de una

extraccion Acida de la muestra se hidroliza en scido tricloro acético

al 5 %Z. Este paso libera aldehidos libvres dal DNA, v en condiciones

apropiadas. deda casi intacta la cantidad dz protefna on la muastra,

1la cual se recupera por precipitacien. Las ventajas mis avidantas de

este procedimiento residen en una alta senastbilidad ( hasta 1t ug de

DN& )} comparado con otros métodos utilizados, y ademis que la forma

de extraccidn permite recuPsrar no solo la proteina 2n la muestra,

sino ademas a1 extracto dcido. Fue necesario modificar 1la técnica

original para adaplarla a nuestro procedimiento de extraccion. Hemos

encontrado aue la hidrolisis

en acido triclorocacdtico (TCA), como

descrita en Hateriales vy Hetodos., no afecto a esténdares de albumina

-bovina  suletos a las mismas condicionas. La musstra hidrolizada se

enfria y se centrifuga. serarando una epastilla da proteina del

sobrenadant: con los aldehidos libres dal BHNA. & este saobrenadante se

le anade el acido 3,5-diamino benzoico (DABA), se incuba por una hora

a 60 grados € para desarrollar el f luordgeno, y se termina la

yeaccion con HC1 1| R. Estandares por triplicado se hidrolizan eéen

paralelo con las muestras y se les ahade directamente o1 DABA,

procediendo como descrito. Las lecturas de fluorascancia se hacen a

400 nm de longilud de onda de axcitacion, vy a 320 nm de emision. Se

grafica fluorescencia relativa contra concentracion de DNa de 1a

curva estandard. El Coeficiente dga Variabilidad (C.V.) en todos los

puntos de la curva estandard regularmente es menor del 3 “Z.
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Dado que para radioinmunoensayos de nauropéptidos se utiliza un
extracto de ceélulas en metanol. se realizaron extracciones seriadas
en TCA/Hetanol. y viceversa, para comparar el rendimiento de DONA vy
rrotetna en los dos procaedimientos. Gultivos de fibroblastos humanos
{donacion del laboratorio del DIr. @ntonio Velazauez, LIBH/UNAH) <e
rasparon coﬁ gendarme de goma en triclorocacético al S % y el lizado
celular se separd en dos triplicados idénticos. Sa enfriaron a 4
grados £ por una noche y sa caatrifugaron. Un iriplicado se
resuspendid en metanol, y se guardé a —20 grados € por una noche y se
centrifugo. Se determind DNA y protetna en las pastillas de ambos
trimlicados. En otro cultivo de fibroblastos humanos se procedid a
extraer con la secuencia invertida, esto es. primero en metanol vy
luego wun trirlicado resuspendido en tricloroacético y precipitado
nuavamente. Como se puads ver an la tabla A, es muy parecido el
rendimiento del material precipitable por extraccidén en metanol al de
tricloroacetico. La diferencia en la variabilidad de 1las dos
secuencias de extraccion reside principalmente en que en metanol se
producen agregados que sedimentan rapidamente, lo cual dificulta la
sgparacion en alicuotas idénticas. Otra observacidn importante es la
difarencia entre los coeficientes proteinasDNAa de los dos cultivos de

fibroblastos. Creemos que el coeficiente refleia el grado de

desarrollo del cultiveo.

TABLA & ,
EXTRACCION ug DHA ug proteina c.v. prot./DNa
TCa 2.2 274.0 < S % 124.9
TCA-Hetanol 2.1 230.0 < S % 109.5
Hetan;;“—— 7.9 --_;;ET; ------ ; 20% 55.0 B
Hetanoli~TCA 11.C 324.5 > 20% 29.5
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fAlgunos datos que apoyan esta afirmacidn se obtuvieron de
cultivos de células de cerebro de ratén (1lébulos frontales). Se puede
ver en la tabla B que al extraer dos platos con el mismo grado de
desarroilo in vitro por srocedimientos diferentes. las cantidades ds

BRA » protetﬁa detaectadas son semeljantes.

TABLA B
EXTRACCION ug DRA ug protefina prot./DRA
TCa 9.2 168.0 18.3
Hetanol 2.8 ©5.5 10.8
Tca 2.1 6.5 s
Hetanol 2.5 8.0 3.2
Tca 7.6 183.5 281
Hetanol 7.2 112.5 i6.6

§in embargo, existe la posibilidad de que no todas las proielnas
celulares compartan la raesistencia de 1la albumina bovina a la
hidréilsis dcida del ensayo. Es posible aue el ntivel de proteina
detectado en realidad represente soloc una parte del contenido
proteinico total en el cultivo. Por lo tanto,. cualquier
interpretacién basada en los niveles de protefna ast medidos debera
ser tomada con Precaucidn, en particular las raferentes al

coeficiente proteina/DRA.
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