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RESUMEN. Las células del estriado obtenidas de embriones de rata de 17 d se
disociaron y cultivaron en un medio convencional con suero como suplemento
(MS) y en otro en el cual se sustituyó el suero por una mezcla de insulina, trans-
ferrina, putrescina, progesterona y selenito de sodio (MSS). En ambos medios
las neuronas mostraron un desarrollo morfológico típico. El MSS mantuvo
selectivamente a estas y no permitió la proliferación de elementos no neurona-
les, los cuales en su mayoría fueron eliminados. En este medio la supervivencia
de las neuronas fue menor que en el MS y se logró incrementar con una concen-
tración más alta de transferrina. El MS resultó un medio apropiado para el man-
tenimiento y desarrollo in vitro de las células estriatales en cultivos de más
larga duración. La detección de un efecto proliferativo del factor de creci-
miento epidérmico sobre las células estriatales en el MSS y no en el MS,
enfatizó la importancia del empleo de los medios con una composición quí-
mica definida (libres de suero) para la detección y estudio de la acción de
los factores tróficos.

ABSTRACT. Striatal cells obtained from 17-day-old embryo rats were cultivated
in conventional serum-containing medium (SM) and in serum-free medium
(SFM) in which serum is replaced by a mixture of insulin, transferrin, putrescine,
progesterone, and sodium selenite. Neurons in both media showed a typical
morphological development. SFM selectively maintained the neurons and did
not support proliferation or even survival of almost all non-neuronal elements.
Survival of neurons in SFM was lower than in SM. Increasing the transferrin
concentration it was achieved a higher neuronal survival. SM was useful for the
maintenance and development in vitro of striatal cells for longer culture peri-
ods. EGF proliferative effect on striatal cells observed in SFM but not in SM
account for the importance of using chemical defined media (serum free) for
the detection and study of growth factor action.

tivo en los medios de cultivo. Sin em-
bargo, su compleja e indefinida com-
posición introduce variabilidad en
los resultados de los experimentos
y enmascara la respuesta celular a
las sustancias neuroactivas, como
los factores neurotróficos. En los úl-
timos años, han sido desarrollados
medios sintéticos libres de suero, los
cuales permiten el crecimiento de di-
ferentes tipos de células y eliminan
los problemas que se presentan con
los medios en los que se emplea
como suplemento.

El estriado es una estructura ce-
rebral que está involucrada en la
fisiopatogenia de varias enfermeda-
des degenerativas como la Enferme-
dad de Parkinson y la Corea de
Huntington,1,2 por lo que es el foco
de numerosas investigaciones
neuroquímicas y neurofisiológicas.
El establecimiento de las condicio-
nes para el mantenimiento in vitro
de las poblaciones neuronales
estriatales permite estudiar los fac-
tores que influyen sobre la supervi-
vencia de estas células.

En este trabajo se comparan dos
métodos utilizados para la prepara-
ción de cultivos disociados a partir
del estriado embrionario, uno em-
pleando un medio convencional con
suero como suplemento y otro en el
cual este fue reemplazado por una
mezcla definida de suplementos nu-
tricionales. A partir de la experien-
cia de laboratorio, se realiza un aná-
lisis de las posibilidades experimen-

INTRODUCCION

Los cultivos primarios disociados
obtenidos del sistema nervioso cen-
tral inmaduro han sido útiles como
modelos para el estudio del desarro-
llo de estructuras neuronales y co-
nexiones sinápticas. Estos sistemas
han proporcionado mejores condi-
ciones para el control y la manipula-
ción experimental que el tejido in-
tacto.

Numerosas y diversas prepara-
ciones desde sistemas extremada-
mente complejos de interacciones
neuronales hasta cultivos de células
aisladas e identificadas han sido de-
sarrolladas. Por lo tanto, para el es-
tudio de un problema particular de
investigación una primera etapa
necesaria, es la elección del sistema
de cultivo apropiado.

El suero ha sido empleado tradi-
cionalmente como elemento nutri-
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tales de ambos sistemas, basado en
el estudio de la supervivencia y el
desarrollo neuronal y se reporta la
utilidad de estos para detectar la ac-
ción proliferativa del factor de cre-
cimiento epidérmico sobre esta po-
blación celular.

MATERIALES Y MÉTODOS
Los medios de cultivo empleados

procedían de la Gibco (UK), y los su-
plementos y otros reactivos de la
Sigma (USA).

Preparación del cultivo de células
estriatales disociadas

El tejido estriatal fue obtenido de
embriones de ratas Wistar con 17 d .
El estriado se disecó aplicando un
corte a través de la corteza medial y
se expuso el primordio estriatal en
la superficie inferior de los ventrícu-
los laterales. La eminencia estriatal
fue separada mediante un corte lon-
gitudinal superficial.3

Las etapas fundamentales en la
disociación del tejido y la prepara-
ción de la suspensión celular se des-
criben brevemente a continuación.

El tejido fragmentado fue tratado
con una disolución de tripsina 0,1 %
a 37 o C durante 20 min . Finalizada
la digestión, la tripsina se inactivó
añadiendo suero de ternera fetal
(STF) 10 %, contenido en el medio
basal [medio mínimo esencial de
Eagle + glucosa 5,5 g/L (MEM- Glu)
o una mezcla 1:1 (v/v) del MEM modi-
ficado por Dulbecco y del medio F-12
(DMEM/F-12)]. La disgregación de
las células se realizó con pipetas
Pasteur de diámetros internos decre-
cientes y la suspensión se centrifugó a
1 500 r/min durante 5 min a 4 o C . La
concentración celular y la viabilidad
de las células se determinaron por
conteo en cámara de Neubauer em-
pleando azul de tripan. La viabilidad
celular fue superior al 90 % en todas
las experiencias.

Experimento 1. Este experimen-
to se diseñó para seleccionar la den-
sidad celular de siembra, el medio
basal y el tratamiento a la superficie
de cultivo. Se utilizaron densidades
de siembra de 130, 263 y 2 631 célu-
las/mm2 (cél./mm2) y se compararon
el MEM-Gluc y DMEM/F-12 ambos
con 2 mmol de glutamina y STF 10 %
como suplemento. La siembra se rea-
lizó en multiplacas de 24 pozos o cu-
breobjetos contenidos en estas (para
las determinaciones inmunoci-
toquímicas). Los resultados se eva-
luaron determinando la eficiencia de
siembra (ES) entre las 22 y 24 h de
cultivo4 y la emisión de fibras
neuríticas. El número de células que

emitieron neuritas (celneur), se de-
terminó contando las células que
mostraban morfología neuronal, es
decir, un soma oval o redondo, refrin-
gente y con neuritas con una longi-
tud superior al diámetro del soma.
Se contaron 20 campos no super-
puestos en cada cultivo. El área del
campo fue de 0,5 mm . Se ensayaron
dos tratamientos de la superficie de
cultivo, poli-L-lisina 0,1 mg/mL, 10 min,
a temperatura ambiente (PLL) y
poli-L-lisina seguido de un recubri-
miento con DMEM + STF 10 %, 2 h,
a 37 oC (PLL+ STF). A los 7 d, se de-
terminó la supervivencia neuronal
mediante el conteo en los cultivos
frescos de las células con la morfo-
logía característica, cuya identidad
se corroboró mediante la demostra-
ción inmunocitoquímica de la pro-
teína del neurofilamento (NF) como
se describe posteriormente.

Experimento 2. A partir de los
resultados del experimento 1, se
examinó el desarrollo de las células
en un medio con STF 10 % (MS) y
en el MSS como suplemento. Para
el cultivo en el segundo, las células
fueron cultivadas previamente en el
MS, 22 a 24 h y después de elimina-
do el medio, se lavaron las placas una
vez con DMEM/F-12, añadiendo un
MSS compuesto por DMEM/F-12
con suplemento de albúmina de sue-
ro bovino fracción V (0,25 %), trans-
ferrina (50 ó 100 mg/mL, dependiendo
del experimento), insulina (25 mg/mL)
(BDH, UK) putrescina (60 mmol),
progesterona (20 nmol), selenito de
sodio (30 nmol), glutamina 2 mmol,
Hepes 15 mmol y hidrógenocarbona-
to de sodio 1,2 g/L . La selección del
MSS se realizó a partir de la compo-
sición que se conoce.5,6 Los cultivos
se mantuvieron en atmósfera de 6 %
de CO2-aire saturada de humedad,
durante 7 y 16 d cambiando el medio
cada 48 h . Los cultivos se observaron
diariamente empleando microscopia de
contraste de fase.

El número de células totales se
determinó por conteo en cámara de
Neubauer después de la tripsiniza-
ción y resuspensión de las células en
disolución salina amortiguada (PBS).
Las neuronas se determinaron por
conteo en la placa. Para evaluar cuali-
tativamente la proporción de astrocitos,
estos se detectaron mediante marcaje
inmunocitoquímico de la proteína áci-
da fibrillar glial (GFAP).

Inmunocitoquímica

En la identificación de las neu-
ronas se empleó un anticuerpo
monoclonal (Ac) que reconoce NF
(NF 160 kD; Böehringer Mannheim,

Germany) y los astrocitos se identi-
ficaron con un Ac policlonal contra
la GFAP (Dako ). El marcaje fue rea-
lizado a los cultivos sobre cubreob-
jetos. A t = 7 estos fueron fijados con
paraformaldehído amortiguado al 4 %
durante 20 min . La reacción inmu-
nocitoquímica se llevó a cabo como
sigue: las muestras después de fija-
das, se lavaron abundantemente con
PBS, se bloquearon y permeabiliza-
ron por 20 min con una mezcla de
STF 20 %-tritón X-100 25 % en PBS,
incubándose posteriormente con el
Ac primario durante toda la noche
(las diluciones fueron: NF, 1:9; GFAP,
1:800). Después de lavar tres veces,
se incubó 1 h con los Ac biotinilados
apropiados. La incubación posterior
con el complejo EstreptAB conjuga-
do con fosfatasa alcalina (Dako ) fue
de 1 h. En el revelado se utilizó naftol
y el cromógeno fast red.

Determinación de la actividad co-
lina acetiltransferasa (CAT)

Para hallar la supervivencia de la
población neuronal colinérgica, se
determinó la actividad de la CAT,
un marcador funcional de estas cé-
lulas.7,8

 A los 16 d in vitro los cultivos
fueron lavados tres veces con una
disolución amortiguadora de fosfato
25 mmol (pH 7,4). Las células fueron
desprendidas mecánicamente de la
placa y trituradas en un homogeni-
zador de vidrio. La actividad CAT en
el homogenado, (nmol/(h · µg de pro-
teína), se determinó mediante el mé-
todo de Fonnum modificado,9 em-
pleando como sustrato la 1- 14C acetil
CoA (50 µCi/mL). Se determinó la
concentración de proteína por el mé-
todo de Lowry.10

Experimento 3. Se determinó si
los sistemas de cultivos en MS Y
MSS, establecidos en los experimen-
tos precedentes, podían ser utiliza-
dos convenientemente para la eva-
luación de la acción proliferativa del
factor de crecimiento epidérmico.
Con este fin, a las 24 h (t = 1), los
cultivos fueron lavados con DMEM/
F-12, y se les añadió el MSS o MS y
20 ng/mL del factor de crecimiento
epidérmico humano recombinante
(FCE-Hr) (Centro de Ingeniería Ge-
nética y Biotecnología, Ciudad de La
Habana) a los cultivos tratados. En
los controles no se añadió este pro-
ducto. El medio se cambió cada 48 h
adicionando el FCE-Hr en los culti-
vos tratados durante 6 d . El creci-
miento celular se determinó por
conteo de las células en cámara de
Neubauer según el procedimiento
anteriormente descrito.
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Análisis estadístico
Todos los resultados fueron ex-

presados a través de la media y el
error estándar de la media (EEM), y
la significación estadística fue esta-
blecida aplicando la prueba de la U
de Mann-Whitney.11

RESULTADOS
Experimento 1. La densidad de

siembra sobre la ES y la emisión
neurítica aumentaron con el núme-
ro de células inoculadas, sin embargo,
sólo hubo un incremento significativo
de la emisión neurítica (p < 0,05) (Ta-
bla 1). En los cultivos inoculados con
2 631 cél./mm2, no fue posible contar
las células en la placa ni evaluar la
emisión de neuritas debido a la for-
mación de agregados celulares. Te-
niendo en cuenta que la superviven-
cia neuronal es dependiente de la
densidad celular,12, 13 los experimen-
tos subsiguientes fueron realizados con
una densidad celular de 1 315 cél./mm2,
lo cual posibilitó la evaluación cuan-
titativa del desarrollo celular.

El DMEM/F-12 influyó positiva-
mente sobre la ES (p < 0,05) y la
emisión neurítica, aunque esta últi-
ma no fue significativamente mayor
(Fig. 1). Este fue el medio seleccio-
nado para cultivar las células.

Para el tratamiento de la superfi-
cie (Fig. 2), el recubrimiento con PLL
fue satisfactorio y la adición de STF
(PLL + STF) no aumentó significa-
tivamente la supervivencia obteni-
da.

Experimento 2. Los cultivos de
células estriatales obtenidos utili-
zando el MS y el MSS, fueron com-
parados atendiendo a la superviven-
cia celular, el desarrollo neuronal y
a la composición celular. La aparien-
cia morfológica de un cultivo de es-
triado con 24 h in vitro (t = 1) se
muestra en la Fig. 3a. La mayoría de
las células mostraron un soma oval
o redondo, refringente, con uno o
dos filamentos neuríticos, morfolo-
gía típica de las neuronas inmadu-
ras.14 En este período del desarrollo
in vitro fueron muy escasas las cé-
lulas no refringentes poligonales,
morfología que caracteriza a las cé-
lulas astrogliales y otros tipos no
neuronales.

En los cultivos donde el MS fue
sustituido por el MSS, el número de
células disminuyó a (55 ± 8) % con
respecto al número de estas a t = 1
durante las 24 h que siguieron al
cambio de medio, a partir de lo cual,
se mantuvo aproximadamente cons-
tante hasta el día 7, que fue el últi-
mo en que se realizó el conteo. Sin
embargo, en aquellos que continua-

ron en MS, aunque no se realizó
conteo de las células, la observación
microscópica evidenció que la viabi-
lidad de estas no se afectó significa-
tivamente. Estos cultivos se trataron
igual que los mantenidos en MSS,
es decir, fueron lavados con DMEM/
F-12 y se les cambió el medio, con el
objetivo de garantizar condiciones
paralelas en el tratamiento.

El desarrollo in vitro de las célu-
las en ambos medios entre los días 2
y 7 estuvo caracterizado por un au-
mento de la longitud de los proce-
sos neuríticos. Las figuras  3 y 4,
muestran la apariencia morfológica
de los cultivos en MS y MSS a los 7 d
después de procesados por inmu-
nohistoquímica. Como puede obser-
varse en el MS las neuronas (Fig. 3b)
y los astrocitos (Fig.3c) fueron más
abundantes que en el MSS (Fig. 4a y
b, respectivamente). En el MS la su-
perficie de la placa se cubrió de una
monocapa de células no neuronales
sobre la cual las neuronas se encon-
traban adheridas.

En un intento de incrementar la
supervivencia neuronal en el MSS
la concentración de transferrina en
este se aumentó a 100 µg/mL . La
transferrina es uno de los nutrimen-
tos que más influyen sobre la
supervivencia neuronal y se utilizó

una concentración reportada con re-
sultados óptimos.5, 6 El efecto de la
concentración de transferrina sobre
la supervivencia fue determinado
cuantitativamente mediante el
conteo de las neuronas en los culti-
vos frescos a los 7 d in vitro. Esta
transformación en el MSS (MSS-
T100) aumentó la supervivencia neu-
ronal aproximadamente 19 veces
con respecto al medio con 50 µg/mL
(MSS-T50), sin embargo, no logró
resultados comparables al MS
(Fig. 5).

Después de los 7 d fue evidente
una disminución de las células en los
cultivos en MSS (ambas variantes)
y a los 16 días no hubo superviven-
cia neuronal en estos, a diferencia de
los mantenidos en MS.

La actividad CAT detectada en
los cultivos en MS, demostró la pre-
sencia en estos de una subpoblación
de neuronas colinérgicas funcional-
mente activas (Tabla 2).

De las características de los sis-
temas de cultivo resumidas (Tabla 2)
es importante destacar que el esca-
so crecimiento de los astrocitos y
otros tipos celulares en el MSS, po-
sibilitó la obtención de cultivos de
neuronas con una mayor pureza.

Experimento 3. El MS y el MSS-
T50 fueron utilizados para detectar

DMEM/F-12, tiempo de cultivo 22 a 24 h .
 * p < 0,05, prueba de la U de Mann-Whitney.
 a Porcentaje de células con respecto al total adheridas.
(�)  No evaluado.

Fig. 1. Efecto del medio de cultivo sobre la
eficiencia de siembra y la emisión neurítica.
El DMEM/F-12 influyó positivamente so-
bre ambos indicadores, siendo significa-
tivo el aumento de la emisión neurítica.

Fig. 2. Efecto del sustrato de cultivo so-
bre la supervivencia celular.
La adición de suero después de la poli-L-
lisina no aumentó significativamente la
supervivencia neuronal.
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Tabla I. Efecto de la densidad celular sobre la eficiencia de siembra y la emisión
neurítica.

Densidad celular
(cél./mm2)

 ES
(%)

Células con neuritas
(células/mm2)

    130 29 ±  3 0,3 ±  0,1 (0,3 %)a

    263 36 ±  3  1,7 ±  0,3 (0,9 %)a*

 2 631 � �
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Fig. 3. I/lorfología de un cultivo de célu- 
las est?zata¿es. 
A las 24 h in vitre las neuronas inmadu- 
ras mostraron un soma oval o redondo 
refringente con uno o dos filamentos 
neuríticos. Cultivo fresco, contraste de 
fase, 200X. (A). A los 7 din vitre en el MS 
las neuronas (B) y los astrocitos y tdu- 
las no neuronales (C)fueron más abun- 
dantes que en el MSS. Inmuno-tinción 
pam el NF (B), 200X y pam la GFAP (0. 
100x. 
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B 

Fig. 4. A los 7 din vitro en el MS las neu- 
ronas y los astrocitos y células no neu~o- 
nales fueron más abundantes que en el 
MSS fA) neuronas y (B) astrocitos. 
Inmuno-tinción pam el NF (A) 200X y 
pam B, 200X. 
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Tabla 2. Resumen de las características fundamentales de los cultivos en MS y 

T’ 
OMS 

MSS. 

MSS-TI OO Medio NEW0l-WlXI-l~ Astrocitos CAT 

I MSS-TB0 
p e 0.01 

MSS 

ol (_) Noevaluado, 

n=5 n=6 n=4 

MS 66 + 7,7 confluentes 0.02 * 0.001 

Tiempo de cultivo: (1) 7 d; ( 2 ) 16 d 

n = 4-5 

(1) 

21 t 5.2 

bm-ml/(h ME protrlna)l 
n = 4-5 n = 10 

(1) (2) 

aslados _ 

F%g. 5. Supervivencia neuronal en el MS 
y MSS y efecto de la concentración de 
tmnsfetina. 

un posible efecto estimulador del las células obtenidas de diferentes 

El aumento de la concentración de tmns- 
FCE-Hr sobre la multiplicación ce- estructuras del sistema nervioso.‘S,lR 

ferrina a 1 OO PglmL aumentó significa- lular, para ello, 20 ng/mL de este fue- Cuando el medio utilizado fue el 

tivamente la supervivencia neurona1 en ron añadidos a los cultivos. Se ha de- MSS, el FCE-Hr aumentb aproxima- 

el MSS, pero no se obtuvieron resultados mostrado que esta concentración del damente 30 veces el número de células 
comparables a los obtenidos en el MS. FCE-Hr induce la proliferación de con respecto a los controles (p < O,Ol), 
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no así en MS, donde las diferencias
con respecto al control no fueron sig-
nificativas (Fig. 6). Estos resultados
evidenciaron un efecto negativo del
suero sobre la actividad proliferati-
va del FCE-Hr.

estos, la poli-L-lisina es uno de los
más utilizados. Asimismo, se han
empleado otros combinados utili-
zando STF.18, 19 Estos resultados co-
rroboraron que la PLL es un sustra-
to adecuado para el cultivo de célu-
las estriatales, ya que permitió la
supervivencia y el desarrollo neu-
ronal. Si bien el tratamiento con
suero no logró aumentar significa-
tivamente el número de neuronas
sobrevivientes, no es posible descar-
tar categóricamente una acción po-
sitiva de éste, ya que no se valoró la
supervivencia en períodos más lar-
gos de cultivo donde quizás el efec-
to pudiera ser más evidente. Por
otra parte, se conoce20, 21 la acción
estimuladora del suero sobre la emi-
sión de neuritas. Teniendo en cuen-
ta estos datos, se decidió utilizar el
tratamiento PLL+STF en los culti-
vos de trabajo.

Los medios suplementados con
suero contienen cantidades desco-
nocidas de sustancias indefinidas,
lo cual dificulta la interpretación de
los resultados de los estudios acer-
ca de la acción de las sustancias
neuroactivas. Atendiendo a esto, se
diseñó un sistema en medio libre de
suero y se valoró por comparación con
uno con STF 10 % como suplemento.
Varios aspectos merecen ser desta-
cados.

En estos sistemas, la realización
de un precultivo en un medio con
suero como suplemento, es conve-
niente después de la disociación con
tripsina, para evitar que trazas re-
manentes de ésta puedan dañar a
las células. Además, antes de pasar
al MSS, un lavado ligero de los cul-
tivos permite mantener cantidades
residuales de suero en el medio, lo
que posibilita, en cierta medida, un
cambio gradual en las condiciones
nutricionales de las células. A pesar
de esto, en los cultivos de trabajo se
produjo una inmediata pérdida ce-
lular después del lavado y cambio
al MSS, posiblemente motivada por
el desprendimiento de las células
del sustrato, ya que, como ha sido
observado en otros sistemas,22 al pa-
recer una de las funciones del sue-
ro está vinculada con la estabiliza-
ción de la unión de las células al sus-
trato. Este requerimiento no lo sa-
tisface el MSS. Soportando esta in-
terpretación está la inmediata pér-
dida de células después del lavado
y el no haber observado este fenó-
meno en los cultivos en MS, donde
el suero se reintrodujo rápidamen-
te después del lavado.

Para eliminar el precultivo en el
MS pueden ser empleados procedi-
mientos alternativos como la inclu-
sión de inhibidores de la tripsina en
las primeras 24 h in vitro, o la diso-
ciación mecánica del tejido.

Por otra parte, la supervivencia en
el MSS solo se logró por un corto pe-
ríodo, lo que parece estar relaciona-
do con la concentración insuficiente
de alguno de los nutrimentos y no
con la ausencia de un componente es-
pecífico, teniendo en cuenta que un
aumento de la concentración de
transferrina mejoró la supervivencia
y además, atendiendo a que esta mez-
cla de nutrimentos es ampliamente
utilizada en el cultivo neuronal, aun-
que con variaciones en la concentra-
ción.5, 23, 24 De esta forma, estos resul-
tados indicaron la importancia de
optimizar el medio para lograr culti-
vos de más larga supervivencia in
vitro.

La proporción relativa de neuro-
nas en el MSS fue incrementada con
respecto al MS, debido a la reducción
del crecimiento de las células no neu-
ronales. Esta característica hace a
este sistema útil para realizar estu-
dios relacionados con la acción de
sustancias exógenas sobre el desa-
rrollo neuronal, lo que hace míni-
ma la influencia de otros tipos ce-
lulares.

En presencia del STF el FCE-Hr
no incrementó el número de células.
Dada la naturaleza compleja e inde-
finida del STF, en estas experiencias,
no se determinó la causa de este efec-
to. Sin embargo, estos resultados evi-
denciaron que los medios suplemen-
tados con suero no son adecuados
para estudiar la acción de los facto-
res de crecimiento sobre las neuro-
nas. En estos medios las complicacio-
nes se derivan de dos fuentes funda-
mentales, por un lado el suero puede
antagonizar con el FCE-Hr a través
de diferentes mecanismos y por el
otro, este estimula el crecimiento de
otros tipos celulares, mayoritaria-
mente glías, que pueden influir so-
bre el desarrollo neuronal mediante
la acción de los factores tróficos que
estas producen.25

Finalmente, la expresión de la
CAT en los cultivos en MS indicó que
este medio es adecuado para el desa-
rrollo y la diferenciación de las célu-
las colinérgicas estriatales. Una ca-
racterística relevante de estas célu-
las en el contexto de las enfermeda-
des degenerativas, es su vinculación
funcional con el sistema nigroestria-
tal cuyo desbalance se encuentra en-
tre las causas del desajuste motor

DISCUSION
La supervivencia de las neuronas

en cultivo primario es dependiente
de la edad del animal del cual se ob-
tiene el tejido y de la cantidad de
células empleadas en la siembra.4 En
los embriones de rata de 17 d, el es-
tado de inmadurez de las neuro-
nas17 permite la disociación celu-
lar sin afectar la supervivencia
neuronal.

 Los resultados corroboraron la
importancia de utilizar una densidad
de siembra alta dentro de los límites
que el diseño experimental lo permi-
ta, ya que fue estimulada la emisión
de neuritas, la cual fue representati-
vo del desarrollo neuronal. El efecto
de la densidad celular sobre la emi-
sión neurítica  parece evidenciar
la importancia de las interacciones
celulares para las neuronas en cul-
tivo.

Dada la heterogeneidad bioquí-
mica y funcional de las neuronas, los
medios basales difieren en su capa-
cidad de promover la supervivencia,
el crecimiento y la diferenciación de
los distintos fenotipos neuronales.
En las condiciones de trabajo, el
DMEM/F-12 permitió una mayor
supervivencia de las células estria-
tales en etapas primarias del desa-
rrollo in vitro.

El tratamiento de la superficie
con policationes es ampliamente
empleado en el cultivo neuronal, de

1

2

Fig. 6. Actividad proliferativa del
FCE-Hr empleando MS y MSS. La
presencia de STF en el MS eliminó el
efecto proliferativo ejercido por el
FCE-Hr, el número de células no au-
mentó significativamente con respec-
to al control.
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presente en la Enfermedad de Par-
kinson.

CONCLUSIONES

En el MS las células estriatales
cultivadas presentan una supervi-
vencia y un desarrollo que posibili-
tan la utilización de este medio para
el mantenimiento in vitro de esta po-
blación celular. El MSS empleado en
este estudio sólo permitió una limi-
tada supervivencia neuronal, lo que
hace necesario la optimización de su
composición. Este medio posee la
importante propiedad de ser selec-
tivo, lo que aumenta la proporción
relativa de neuronas con respecto al
MS. Además, en las condiciones
empleadas resultó útil para detec-
tar el efecto proliferativo del FCE-
Hr.

Los resultados enfatizaron la im-
portancia del empleo de los medios
libres de suero para la detección y
estudio de la acción de los facto-
res tróficos, un campo de activa in-
vestigación en la neurobiología ac-
tual.
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