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Summary

Dissociated ciliary ganglia of 8 days embryos were cultured in heart
conditioned medium, employing differents substrata types: collagen, po-
lyornithines (types: IB,IIB and IC) and collagen plus polyornithine IB.
The results from neuron survival (with and without prolongations) and
non neuronal cells it obtained graphically. The polyornithines mollecular
weights are discussed respect inductor facters binding for conditioned
medium. The type 1B is better than others types (IIB y IC), but collagen
is more effective than polyornithines.
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Resumen

Se han cultivado ganglios ciliares disociados de embriones de pollo
de 8 dias de incubacidn en presencia de medio cardiocondicionado, sobre
diferentes tipos de substratos: coldgeno, poliornitinas [(tipos: I8, IIB
y IC} y colédgenc afadido de poliormitina IB. Se representan gréficamente
los resultados obtenidos para la supervivencia de las neuronas con vy
sin prolongaciones y para las células no neuronales. Se discute la impor-
tancia de los pesos mcleculares de los tipos de poliornitinas frente al
ligamiento de factores inductores del medio condicionado para la supervi-
vencia y desarrcllo neurcnal y se concluye que el tipo IB es el mis efi-
caz, pero no alcanza los altos rendimientos cbtenidos en coldgeno.

El presente trabajo constituye el Gltimc, de la serie de experimen-
tos realizados por nosotros para la determinacién de las condiciones mas
eficaces de cultivos 1n vitro de neuronas de ganglios ciliares disocia~
dos, referidas dichas condiciones al tipo de substrato empleado y al me-
dio cordicionado, como determinantes del grado de supervivencia y comple-
jidad del desarrcllo axonal de las neuronas.

El empleo de polimeros sintéticos como substratos de revestimiento
de las placas de cultive se ha promovido notablemente durante la Gltima
década,en parte por la facilidad de manejo y utilizacién y en parte como
método para la obtencidn de cultivos purcs de neuronas 1,4,6,8,8.

También algunos autores(6,7) preconizan que algunos de estos polime-
ros ligan los factores inductores (F.}J) de los medios condicionados, lo
que facilitaria el aislamiento y caracterizacién de dichos factores.

fn muchos casos cuando se trabaja con poliornitina o polilisina no
,se indica el tipo de polimero empleado, por lo que los resultados pueden
diferir de unos autores a otros, méxime si se tiene en cuenta que su ca-
pacidad de ligar F.I. puede depender directamente de los pescs molecula-

res {Bustos y col. (3} ).

Por todo ello y después de una serie de experimentos preliminares
hemos querido comprobar la mayer o menor eficacia de 3 tipos diferentes
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de poliornitina (PORN) frente al col4geno (COL), asi como intentar el
empleo de ambos substratos juntos para obtener la adicidén de los efectos
positivos de ambos, con vista a facilitar el estudio de las neuronas cul-
tivadas. ‘ ’

"Material y métodos

Hemos empleado embriones de pollo con 8 dias de incubacién (fases
30-34). La técnica de extraccidn y disociacién de los ganglios ciliares
sequida fue la relatada anteriormente {Bustos y cel. (1) ).

E} medio basal empleado fue F12 modificade (Bustos y col.(1) )suple-
mentado con un 10 p.100 de suero fetal bovino para la obtencién de los
medios cardiocondicionados [MCC), y sin suplemento sérico para el acon-
dicionamiento de las placas de cultivo.

ta disociacién se hacfa en todos los experimentos con MCC y las
siembras se realizaron en placas de 35 mm de didmetro (035), inoculando

en cada una 50.000 células (neuronas + no neuronas) resuspendidas en
2 ml de MCC.

Todos los MCC utilizados no fueron sometidos a ninglin proceso de
eliminacién de detritos.

Las D gg fueron revestidas en unos casos con diferentes tipos de po-
liornitina: Poly-DL-ornithine HBr. Tipo IB (P.m. 10.000); poly-L-alfa-
ornithine HBr. Tipo IIB (P.m. 30.000); y poly-L-alfa-ornithine HBr. Tipo
1¢ (P.m. 100.000). Todas las poliernitinas eran de la casa Sigma, y se
utilizaron a una concentracién de 0,1 mg /ml, excepto el tipo IC gue tam-
bién se empled a una concentracién de l.mg ~/ml. En otros casos las -
D yo- se revestian de coldgeno reconstituido de cola de rata, o bien de
una mezcla de colégenc y poliornitina IB a partes iguales. -

_ Los recuentos celulares se haclan a las 24, 48 72y 144 horas jen
yﬁa*série'éfperﬁmental. y a las 24, 48 y 72 horas en otra de las series.
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Los cambios de medio se efectuaban cada 48 horas, sustituyéndo el
MCC antiguo por 2 ml de MCC fresco.

Las incubaclones se realizaron a 372C en atmésfera hdmeda, 5 p.100
de COQ y 95 p.100 de aire.
Resultados y discusidn

En la tabla I se expresan las condiciones referentes al substrato
empleado en cada serie experimental.

TABLA I.
Substrato Concentracién (mg /ml)}
PORN IB 0,1
Experimento 12 PORN I1B 0,1
PORN IC 0,1
PORN IC ]
Lambdas
CoL 50 + 10 de ClNa
) -COL+PORN IB 50 + 50
Experimento 20
COL-PORN 1B 50 + 1G de Cl¥a
PORN 1B 0,1 mg./ml
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El gré&fico n? 1 indica los resultados referentes: al.experimentonlg,
respecto a la evolucién de las tres poblaciones celulares controladas
de los ganglios ciliares disociados: neuronas con prolongaciones de al
menos el doble de didmetro del soma, neuronas sin prolongaciones y no
neuronas. '

Respecto a las N* observamos que el méximo aparece entre las 48 y
72 horas de cultivo, siendo la PORN IB la que alcanza los valores méas
altos de entre los tres tipos de PORN, y es la PORN IC la que muestra
los peores resultados sobre todo a concentraciones altas, lo que podria
indicar que los factores inductores del MCC son ligados por estos subs-
tratos en mayor o menor grado dependiendo de los pesos moleculares del
polimero, siendo los de més bajo p.m. los que ligan en mis alto grado
los F.I. que promueven la elongacién del axonjasi mismo también se obser-
va como la concentracién més elevada del polimero ejerce un cierto efecto
téxico sobre las neuronas. Estas observaciones coinciden con las efectua-
das por Collins {6 y 7).

Las N  nos sirvieron de punto de referencia para comprobar la in-
fluencia de los diferentes tipos de PORN sobre la supervivencia neuronal,
y observamos que a pesar de una mayor eficacia en este sentido de los
tipos IB y IIB (p.m. mis bajos), los resultados respecto al tipo IC (2
concentraciones) no son significativas al menos a partir de las 48-72
horas de cultivo.

Estos resultados indicarfan que todas las PORN son igualmente aptas
para la adhesién de las neuronas al substrato y que los F.l. que permiten
la supervivencia se ligan a los polimeros sin la especificidad por los
pesos moleculares que muestran los F.I. que desarrolian las neuritas.

La evolucién de las nN es caracteristica, siendo la PORN I (1 mg /
/ml) la que dificulta mayormente el desarrollo de la glia, aungue en ge-
neral ninguno de los tres tipos muestran una abolicién total de esta po-
blacién durante bes® dias de cultivo.

Una vez determinamos que la PORN IB a concentracién de 0,1 mg-/ml
era el tipo que ofreclia mejores resultados para la supervivencia:neopo-
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nal y elongacién axonal, procedimos a efectuar el experimento 22 para
conﬁ?obar la eficacia de este polimero junto con un substrato altamente
eficaz {colégeno} aprovechando la capacidad de la PORN para eliminar la
proliferacién de las nN, e intentar aunar efectos de uno y otro tipes de
substratos. En el gr&fico n? 2 se muestran los resultados obtenidos y
se emserva que la PORN IB junto al COL es menos eficaz que este (itimo
sin pelimero para promover el desarrollo de prolongaciones aunque este
efecto podria explicazge si se tiene en cuenta que con el COL solo, la
distribucién de las N no es uniforme en la.D3s existiendo una tendencia
a la agregacién en el centro de la placa, lo que favorece la emisiény
‘desarrollo de la red axonal, mientras que con la PORN IB la adhesién al
substrato es casi inmediata, lo que origina una mejor distribucién en
la D 35 pero desaparecen los pesibles influjos del efecto de agregacién
celular {Bustos y col. (2,3,4 y 5) ).

_ Otra posible explicacién podria estar en que el coldgeno sélo pro-
mueve activamente la proliferacién de las nN, que condicionarfan 1in situ
el MCC, aRadiendo nuevos F.I. (Bustos y col. {2} )}, mientras que como
se observa en el gréfice n? 2 las nN en PORN IB + COL tienden a dismi-
nuir, no produciéndose este efecto, o disminuyéndose la capacidad de re-
generacifén del medio de cultivo. '

£l método de precipitacién del COL, sdélo con PORN IB o con ClNa +
+ PORN IB, no muestra nesultados myy diferentes, aunque parece ser que
hay ciertos indicios de que el ClNa compite con la PORN IB en la precipi-
tacién del COL, produciéndose ésta en condiciones mds favorables para
el posterior crecimiento de las neuronas en presencia de ClKa.

fn conclusién, después de todos los experimentos realizados en este
y anteriores trabajos creemos gue la opcién idénea para los cultives de
neuronas de ganglio ciliar de embriones de pollo, respecto al substrato
y al medio condicionado, son el empleo de coldgeno y medio gliocondicio-
nado por las propias nN del ganglio ciliar.
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Grifico 1.- Curvas de crecimiento y supervivencia de las tres poblaciones
controladas in- vitro de los ganglios ciliares disociados: W= neuronas
con prolongaciones; N = neuronas sin prolongaciones; nN= células no neu-
ronales.

Substratos empleados: PORN IB 0,1 wmg/nl ! }; PORN IIB 0,1 mg /ml
(=====); PORN IC o,1 mg /al (=-=+=+; PORN IC 1 mg /ml (-¥-x-]; TESTIGO
(no revestida) {-- -, .

Grafico 2.- Curvas de crecimiento y supervivencia de las tres poblaciones
controladas in vitro de los ganglios c¢iliares disociados (mismas que en

el grifico 1.

Substratos empleados por D__: COL 50 lambdas + ClNa 10 lambdas { 1;
£0L 50 lambdas « PORN IB 0,1 mg /ml, 50 lambdas {----- J: COL + PORN 1B
100 lambdas (-.-.-.J; PORN IB 0,1 mg /ml (-x-x-].
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