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Summary

We have researched the effects of polyornithine (types IC and B)
on neuron cultures dissociated frem chick ciliary gqanglia, incubated
for 8 days in heart conditioned medium (HCM). Type I8 is better as to.
axon elongation, and type IC for survival of neurons.

The influence that time exeris on the inductive power of HCM was
also studied employing polyornithine and collagen substrata. The results
are not conclusive but there is some evidence that storing times longer
than 18 days affect negativelg the HCM inductive potentiality on cultured
neurons,

Hesumen

Hemos estudiado los efectos que la poliornitina tipo IC y tipo IB
ejercen sobre los cultives de neuronas de ganglies ciliares disociados,
de embriones de polle de ocho dias de incubacidn, en presencia de medic
cardio-condicionado {MCC)}. El tipe IB favorece la elongacidn del axén
y el tipo IC la supervivencia neuronal.

También se ha investigade la relacién entre el factor tiempo y el
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poder inductor del MCC, en cuanto a elongacidén de axones y supervivencia
de las neuronas en los dos tipos de poliornitina y en substratos de cold
geno. Aungue no se han obtenido resultados definitivos, hay indicios
de que los perfodos de almacenamiento superiores a 18 dias afectan nega-
tivamente a la capacidad inductora del MCC sobre las neuronas cultivadas.

El presente trabajo constituye el Gltime de una serie de experien-
cias planteadas en nuestro laboratorio, sobre las condiciones Gptipas
de cultivo y supervivencia de las neuronas del ganglic ciilar disociado,
de embridn de pollio, en distintos substratos.

Anteriormente hemos estudiado aspectos referentes a la obtencidn
de las distintas cosechas de MCC; condiciones de almacenamiento de los
medios condiclonados; efectos de substratos revestidos de coldgeno y
polilisina sobre el desarrollo axonal-en los cultivos; accidn del arabi-
nésido de citosina sobre la microsere de la placa de cultivo, y las posi-
bles incidencias en la evolucidn del cultivo, dependientes del métods
de eliminacién de detritos (filtracién y centrifugacién) del medio condi-
cionado (Bustos y cel. (1,2)).

En les cultives in vitrc de neuronas se han venido empleando usual-
mente polimeros sintéticos del tipoe de la poliornitina, como substrato
de revestimiento, que favorecian la adherencia réapida de la neurona,
disminuyendo la posibilidad de muerte por falta de anclaje y adaptacidn
a las condiciones de cultivo (Letourneau (8,9) y Ludueda (10} ).

Un aspecto importante a determinar aln, respecto a las condiclones
de almacenamiento del MCC, era la posible relacidn que el factor tiempo
podria tener con mayor o menor pérdida del poder inducter de ese medilo
sobre la supervivencia neuronal y el desarrollo de los axones, debido
a que ese poder, como habian indicado anteriormente Helfand y col. (6,7)
sélo se conserva durante 15 dias después de obtenidas las cosechas de
MCC cuando éstas se mantenian por separado.

También haciamos alusidn, en un trabajo anterior, a la influencia
gque tiene la procedencia del pléstico de las placas de cultivo, en sus
posibles relaciones quimicas con los distintos pelimeros utilizados en
el revestimiento, debide en gran parte a los diferentes pesos moleculares
que eso0s poifmeros poseen, por 1o que varia la capacidad de retencidn
de los factores inductores, que segin Collins {5) posee la poliornitina,
como prueba de la importancia que tiene, al menos para las neuronas del
ganglic ciliar cultivadas 1in vitro, las condiciones de obtencidn, pre-
paracién y manipulacién de esos cultivos, con vistas a la obtencidn de
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resultados repetibles, ya que puede ocurrir que variaciones minimas del
proceso puedan ocasionar resultados muy dispares.

La obtencién del MCC se hizo siguiendo la técnica indicada en un
trabajo anterior (Bustes y col. (1) ). Nunca dimos por satisfactoria
una cosecha que no proviniese de una monocapa preconfluente, al menos,
y siempre y cuando esta densidad celular cardiaca hubiese sido lograda
en 48 horas de cultivo continuc. £1 momento de subcultivar la monocapa
venia indicado por la estratificacién y el despegue de esta monocapa
del substrato de pldstico del frasco (Corning de 150 cm cuadrados). Las
cuatro cosechas conseguidas del cultivo primario y otras tres cosechas
mds cbtenidas desﬁpés del primer subcultivo, se mezclaron en un sole
contenedor, despﬁés de comprobar la esterilidad de cada una de ellas.

Entre la preparacién del cultivo primario y la obtencién de la Glti-
ma cosecha de MCC franscurrieron 12 dias.

El medio basal wutilizade tue F modificado (Sponer} suplementado
con 10 p. 100 de suero fetal bovino (F12S10).Antes de utilizar e} MCC
en los cultives de ganglios ciliares discciados, partes alfcuotas de
este medio fueron centrifugadas a 350g, para eliminar restos celulares.

Para la extracién y disociacién de los ganglios cilia}es sé sfguié
la técnica anteriormente descrita por Bustos y col. {1). Como substratos
utilizamos placas Corning de 35 mm de didmetro (D 35), revestidas de
coligeno reconstituide de cola de rata, precipitado por una solucidn
salina al 6 p. 100, y D35 revestidas de dos tipos de poliornitina: poly-
Di-ornithine HBr type I-B, y poly-Di-ornithine-L-a-HBr type I1-C (Sig-
mal.

£1 medio utilizado para estos cultivos fue MCC. la disociacién de
los ganglios se llevé a cabo en este medio, centrifugado previamente
come antes se indicaba.

Cada D35 se inccula con 50.000 c¢élulas {neuronas y no neuronas)
resuspendidas en 2 ml de MCC. El primer cambio de medio se realizaba
a las 24 horas de cultivo; posteriormente y hasta los & dias, los cambios
de medio {MCC), se efectuaban cada 48 horas. Los recuentos se hacfan dia-
riamente. '

En todoes los experimentos se emplearon embriones de polle de 8 dias
de incubacidn (fases 34-35 de Freeman y Vince) y todos los cultivos
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(cardiacos y neuronales) se incubaron a 372 C, en atmésferé himeda con
5 p. 100 de CO2 y 95 p. 100 de aire, en un incubader Heraeus modelo B
5060 EX/CO2.

Resultados y discusién

Como se observa en las figuras 1, 2 y 3, en las que se expresa
la supervivencia neuronal en los cultivos en funcién del tiempo que per-
manecieron almacenadas las cosechas, los periodos que van desde los 2
hasta los 23 dias de almacenamientc del MCC ejercen cierta influencia
respecto al poder inductor que aln conservan. Asi, vemos que tanto sobre
coldgeno como sobre poliornitina tipo IL, las curvas de supervivencia
son muy semejantes para el MCC de 16 dias; para el MCC de 23 dias hay
algunas diferencias perc no son significativas. En las placas revestidas
con poliornitina tambilén hemos considerado como neuronas las células
ovaladas refringentes, avuque no hubiesen emitido neuritas, ya que como
es sabido, en este tipo de substrato no se dividen las células no neuro-
nales y no es posible la confusién de neuronas y células en mitosis.

Respecto a las curvas de supervivencia neuronal en poliornitina
tipo IB, aunque las pendientes son mds acusadas, hay que indicar que
es mayor el nlmero de neuronas con axones iniclados y con mayor compleji-
dad de entramado gue cuando se utiliza el tipo IC. No obstante, en ningu-
no de nuestros experimentos hemos conseguido sobre poliornitina el gran
crecimiento y redes de neuritas que aparecen en las placas revestidas
de coléageno.

En general, los MCC con 2 y 16 dias de almacenamiento son més efi-
" caces que los MCC almacenados durante més dfas, aunque pudiera ser en
realidad que.no fuese el factor tiempo el desencadenante de esa paulatina
pérdida de potencialidad, sino la progresiva alcalinizacién del MCC por
pérdida del (02, durante el almacenamiento a 49C (Helfand y col. {6,7).

Hemos de hacer nctar gue en tedas las curvas de supervivencia mos-
tradas en el presente trabajo se ha asignado el valor 100 a las neuro-
nas supervivientes en las placas después de las primeras 24 horas de
cultivo.

Una conclusién adicional se puede extraer respecto a los dos tipos
de poliernitina. En el tipo IC se observa tendencia a estabilizarse la
supervivencia en las primeras 72 horas, mientras que en el tipe IB no
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aparece este fenémeno. Este hecho nos hace pensar de acuerdo con Collins
(4) que las poliornitinas ligan factores inductores del MCC pero gue
estos factores no son todos iguales y deben existir al menos dos facto-
res distintos: uno que permite la supervivencia (favorecido en su liga-
miento por el tipo ICE} y otro que favorece la emisién y desarrollo del
ax6n (posibilitado per el tipo IB). Esta hipbtesis se ve reforzada si
tenemos en cuenta, ademds, la diferencla entre los pesos moleculares
de los dos tipes de poliornitina: tipo IB, 3.000-5.000; tipo IC,109.000~
200.000.

Varon y col. {12,13) obtienen resultados diametralmente opuestos
a los nuestros,ya que encuentran la mayor supervivencia y desarrollo
en las placas revestidas per poliornitina y una escasa viabilidad celu-
lar en las revestidas con coldgens. La discusidén de estos resultades
ya la hicimos en su momento, en ofro trabajo (Bustos y col. {1}}, pero
conviene sefialar aqui las condiciones diferentes de cultivo en que traba-
jan ellos y nosotros, sobre todo en lo que se refiere al plastice de
cultivo empleado, el método de precipitacién del coldgeno y el tipo de
poliornitina empleada.

ta supervivencia neuronal, expresada en ndmercs reales y referida
al indculo inicial (50.000 células/D35), se ve afectada por los substra-
tos colagenizados, en el sentido de que disminuye, en comparacién con
los substratos de poliornitina, ya que la adhesién se ve favorecida en
estos dltimos (fig. 4; c,d), aunque el desarrollo de las neuritas es
mds complejo sobre coldgeno, al producirse fendmenos de reagregacién
celular y proliferacién de la glia (fig. &4; b). De todos modos pensamos
gque la concentracidn celular del inbculo, por placa, también desempefa
un lmportante papel en esos fendmenos de reagregacidn. las densidades
mas bajas de las que hemos empleado son las que ofrecen mejores resulta-
dos, al disminuir la competencia celular por los factores tréficos pro-
pios del MCC.

Las imigenes presentadas en la figura 4 (c,d) son excepcionales
en cuanto a desarrcllo de los axones de neuronas cultivadas sobre polior-
nitina tipo IC, pues en este substrato las neuronas se presentan nada
mas que con pequefies y cortos conos de crecimiento y muchas veces sélo
con un soma refrigente sin ninguna emisién neuritica.

Sobre poliornitina tipo IB el desarrolle de los axones se produce
de forma gradual, siguiendo los patrones clésicos descritos por Bray
(3) y logran alcanzar longitudes y complejidad semejantes a los que se
“observan en cultives sobre coldgeno (fig. &; f,q,h).
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Fig. 12.-Curvas de supervivencia de neuronas de ganglio ciliar,
disociado, en medios cardio-condicionados con diferentes periodes de -
almacenamiento. Substrato empleado: colégeno.
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Fig. 22.-Curvas de supervivencia de neuronas de ganglio ciliar,

disociado, en medios cardio-condicionados con diferentes pericdos de

almacenaniento. Substrato empleado: poliornitina, tipo IC.




Archivos de zootecnia, vol. 30, nidm. 116, 1981, p.26

Bustos y col. Efectos del MCC y poliornitinas sobre cultives de neuronas

NEURONAS EN PORN. 1B

100% -(

90%

i
P .

830% 4

0% T

80% 1

P aTCT.
50%

40% 1

L30% T

0% T

? dias de almacenamiento:
\ 16 H | 11 1
23 it I it

I
-
S
o
~3
I
e
o
e
I
L

Fig. 32.-Curvas de supervivencia de neurocnas de

disociado, en medios cardio-condicionados con diferentes

almacenamiento. Substrato empleado: poliornitina, tipo IB.
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G casionalmente hemos ercontrado, en algunas placas, neurocnas gque
si bien presentaban un aspecto normal respecto a la morfologia del axén,
mostraban- un soma oscuro sin refrigencia y de tamafo muy disminuide
(fig. 4; e).
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Fig. 4. Cultives de neuronas de ganglios ciliares disociades, de embridn
de pello, en medio cardio-condicionade {HCC) y en diferentes
substratos.

ay b: culfivas sobre coldgeno; 72 y 96 horas, respectivamente.
c y d: cultivos sobre poliornitina tipo IC:;72 y 96 horas,respectivamente.

e, f, gy h: cultivos sobre poliornitina tipo IB; 24, 72, 96 y 120 horas,
respectivamente.

Contraste de fase oscuro. 10 x 10. Escala = 50 gm.
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