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PROLIFERACION DE LAS CELULAS NO NEURONALES DEL
GANGLIO CILTIAR-EN CULTIVOS IN VITRO.
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Summary

In our investigations, non-neuron cells from ciliary ganglion of
chick embryos (8 days-old), were cultured on tissue culture plastic dis-
hes, using as culture media heart-conditioned medium (HCM), HCM supple-
mented with glucose (HCMG) and with phytohemagglutinin (PHA) added to HCM
(HCMPHA).

The low rate of proliferation observed in these ceils in ovo, per-
sists when the cells are cultured in vitro.

The higest index of proliferation is obtained by using HCM as cultu-
re medium. We observed that PHA prevents mitesis and produces cell vacuo-
les. The effect of glucose encourages cell adhesion, but in decreases the
mitosis 1lndex.
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Resumen

En nuestras investigaciones, cultivamos células no neurcnales del
ganglio ciliar de embriones de pollo de 8 dias de incubacién, sobre una
superficie de pldstice para cultive de tejidos, utilizando como medios
de cultivo medio cardiocondicionado (MCC), MCC suplementado con glucosa
(MCCG) y MCC més fitohemaglutinina (PHA) (MCCPHA).

la baja tasa de proliferacién celular observada en estas células
in ovo, se mantiene cuande se cultivan in vitrao.

El mayor Indice de proliferacién se consigue utilizando como medio
de cultivo MCC. Se observa que la PHA inhibe la mitosis y causa vacucli-
zaciones en las células. El efecto de la glucosa s beneficiose para
la adherencia celular pero disminuye el Indice mitdtico.

Para mantener in vitro la supervivencia de las neuronas disociadas
del ganglic ciliar del embrién de pollo, se ha venido utilizando un medio
de cultivo previamente condicionado por células cardfacas de embriones
de polle (Helfand y col. (1) y Bustos y col. (&) ). En recientes experi-
mentos hemos comprobade que la utilizacidn de medio condicionade por las
células no neuronales del propio ganglio ciliar permite una mayor super-
vivencia neuronal, asi come un desarrcllo més extenso en el crecimients
de los axones (Bustos y col. (5) ). Debido & la baja tasa proliferativa
de estas células se necesitan largos perfcdos de tiempo para condicionar
el medio basal y poder utilizarlo después en los cultivos neuronales
(Bustos y col. (8} ). Por ello, el propésito de este trabajo ha sido in-
tentar mejorar las condicicnes de cultivo, para incrementar la capacidad
mitética en las células neuronales.

Usamos como testlgo MCC, ya gque anteriormente hablamos obser-
vado que la tasa de proliferacién de las células no neuronales del
ganglio ciliar era mds alta con este medio que con el medioc basal -
F1p modificado y suplementado con un 10 p.100 de suero fetal bovino. . A
este medio condicionado se le afiadid glucosa, ya que la causa de !a
lenta proliferacién podria deberse a una baja concentracién de glucosa
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en el MCC. También utilizames en otra serie experimental PHA afiadida al
MCC, para comprobar si producia el mismo efecto en las células no neuro-
nales, pues aquélla se considera un potente estimulador de la mitosis
en la serie blanca sanguinea humana (Nowell (7) y Choi y col (8) ).

Los cultivos se hicieron sobre una superficie de pléstico para cul-
tives de tejidos, ya que al no adherirse las neurcnas a este substrato
se evita la estimulacidén de la mitosis en las células no neurcnales por
el contacto directo con las neuronas (Hanson y col. (9) ).

E1 MCC se obtuvo seglin las condicicnes establecidas anteriormente
(Bustos y col.(4) }. La densidad de siembra fue de 15.000 células por
placa de 35 am de didmetro (035), y el recuento se realizé sobre aproxi-

madamente el 1 p.100 de la superficie de la placa, aplicando posterior-
mente un factor de conversién (f= 104.77) para hallar el ndmers total
de células por Dgg. Las células se cultivaron a 372C en atmésfera hdmeda
y con una concentracidn del 5 p.100 de 002 y 95 p.100 de aire. Los cam~
bios de medic se hacian cada 48 horas.

Las curvas de crecimiento en las diferentes condiciones experimenta-
les se muestran en la figura 1. Se observa que la adherencia de las célu-
las al substrato, en las primeras 2& horas, se incrementa considerable-
mente en el MCCG. Esta adhesidn de las células no neuronales va acompafia-
da también de una mayor adherencia de las neuronas, porque mientras en
las placas mantenidas con MLC no se adhiere précticamente ninguna neurona
(35 neuronas/placa; s.d. + 60}, en las placas mantenidas con MCCPHA el
nlmero de neuronas era de 174 + 60 por placa; y en MCCG la adherencia
neuronal se incrementaba hasta 280 + 61 neuronas por placa. Las neuronas
estaban presentes en los cultivos durante 2 dias, para el MOCPHA; y 6
dias, para el HCCG (fig. 2,a), a pesar de que el nlmero de neurcnas sem-
brado fue aproximadamente igual al de células no neuronales, en todos
los casos.

De las 24 h. a las 48 h. se produce un nueve descenso en el nimero
de células presentes en los cultivos, aungue esta vez la tasa de mortali-
dad de las células cultivadas en presencia de MCCGE y de MCCPHA (31 p.100
y 30 p.100, respectivamente), es mayor que en MCC (20 p.100). A partir
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de este momento observamos que la PHA inhibIa la proliferacién celular.
El efecto de la PHA sobre las células afecta también a su morfologia
(fig. 2,b): empiezan a aparecer en el cultivo células vacuolizadas cuye
nimero aumenta en el transcurso del tiempo. Este proceso de vacuolizacién
celular es diferente al que scbreviene en los cultives prolongados en
el tiempo, pues en estos dltimos presentan numerosas vacuolizaciones de
pequefic tamafio, mientras que en los cultivos con MCCPHA se observan de
2 a b grandes vacuclas citoplasmaticas. Una vez gue la PHA comienza a
ejercer su efecto, el ndmero de células presentes en las placas va des-
cendiendo lentamente.

‘En los cultives mantenidos con MCC y MCCG, antes de llegar a la fase
logaritmica existe un perfodo en el que la tasa de proliferacidn celular
es baja, sobre todo en MCCG. La duracidén de este periodo es de 6 dias,
en MCC; y de 3 dias, en MCCG. Al final de este periodo comienza la fase
de crecimiento exponencial.

Debido a la imposibilidad de contar el nimero de células presentes
en las placas mantenidas con MCC y MCCG, a los 23 dfas de cultivo, a cau-
sa de la superposicidén celular, despegamos las células de la superficie
de cultivo mediante bactotripsina (BT) al 0,1 p.100 en solucién de Hank.
La BT se afiadié a 49C y se tripsinizd durante 20 min. a temperatura am-
biente. lLas células recogidas se contaron en un hemocitémetro.

Si comparamos las tasas de proliferacién {cuadro I), cobservamos gue
durante los primeros 6 dias de cultivo pricticamente no hay diferencia
entre el MCCPHA y el MCCG y que el periodo previo a la fase exponencial
comienza, tanto para el MCC como para el MCCG, cuande el nimero de cé-
tulas presentes en los cultivos era aproximadamente igual 2l que se ob-
servd a las 24 horas.

51 comparames las tasas de proliferacidn de las c¢élulas. no neurona-
les del ganglio ciliar en cultivo con la que presentan las células no
neuronales del ganglio de la raflz dorsal de ratdn recién nacido {estas
células producen 2 x 10 células en 4 dfas, a partir de 16.000 células
sembradas (Manthorpe y col. (10) ) vemos gque las células del ganglio ci-
liar tienen una tasa de proliferacidn muy baja. Si bien estas diferencias
proliferativas pueden deberse a ser tejidos de diferentes especies, un
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estudio previe sobre la divisidn celular en los ganglios del embrién de
polle in ovo muestra que la tasa de proliferacién de los ganglios simpé-
ticos es & veces mayor que la del ganglio ciliar, a los 9 dias de incuba-
cibn; ademés, el ganglis ciliar es el que menor proliferacién celular
presenta entre todos los ganglios estudiados del sistema nervioso perifé-
rico (Yates (1i) ). Esta diferencia en las tasas de crecimiento entre
estos tipos ganglionales los habfamos observado anteriormente al cultivar
in toto los garglios ciliares y los ganglios de la raiz dorsal {Alcain
y col. (12) ).

Los datos obtenidos por nosctros, en los cultivos, confirmaf el bajo
Indice de proliferacidn de estas células sbservado in ovo.
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i.

Pie de las figuras.

Curvas de crecimiento bajo las distintas condiciones experimenta-
les de cultivo. La técnica utilizada ha sido descrita anterior-
mente {Bustos y cel. {4} ).(~—) MCC. (--=) MCC suplementado con
1.802 g de qlucosa por litro. {-.-) MCC suplementado con 0.2 nl
de PHA (Difco, 0528-56) por cada 10 ml de MCC.

Las gréficas representan la media de 3 placas y las barras
corresponden a las desviaciones tipicas.

a) Células mantenidas en MCCG despuds de 6 dias de cultivo. Ob-
sérvese la neurona con prolongaciones, adherida a la superficie
de pléstico. Optica de contraste de fases oscuro. Aumento:x108.

b) Aspecto de las células tras 10 dias de cultivo con MCCPHA.
Optica de contraste de fases oscuro. Aumento:x100.
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