RESUMEN

Efecto inhibitorio de la hormona de crecimiento sobre la formacion
de neuroesferas en cultivos primarios de estriatum

Autor: Regalado Santiago Citlalli

Area de Investigacion: Biomedicina

Tipo de Autor: Estudiante de Doctorado
Institucion: UNIVERSIDAD VERACRUZANA
Afo Residencia: 2008

Hospital: hospital

Matricula/Numero Personal: S07016882
Teléfono Laboral: 8418900

Teléfono Particular:

Email: cregalado@uv.mx

Coautores: Juarez Aguilar Enrique
Numero de registro: S/N

Dependencia: Instituto De Ciencias De La Salud

Extension: 13758
Teléfono Celular: 2281202568
Email Alternativo: citrsel@hotmail.com

Argumentacion tedrica:

El desarrollo de terapias celulares para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas se ha inhibido a causa de
la falta de conocimiento sobre los procesos de proliferacion y
diferenciacion celular en el desarrollo del sistema nervioso
central (SNC). La hormona de crecimiento (HC) es sintetizada en
la gldndula hipdfisis; sin embargo, esta hormona se ha detectado
ademds en el SNC de varias especies, incluyendo a los roedores.
La HC es inmunoldgicamente detectable a partir del décimo dia
de gestacion en el cerebro fetal, incluso antes de su deteccion en
la glandula hipofisis.! La deteccidon de la HC no es afectada por la
extirpacion de la hipofisis sugiriendo la sintesis extra-glandular.
Mads aun, el RNAM de la HC se encuentra presente en las regiones
del cerebro donde se detectainmunoldgicamente a la hormona.?
La presencia de la HC y de su receptor en areas especificas del
cerebro durante el desarrollo, sugiere fuertemente un papel
de esta hormona sobre la neurogénesis y la gliogenésis.? El
descubrimiento de una poblacién de células madre o “stem
cells” en el cerebro embrionario y en el adulto ha estimulado
el estudio de los procesos de proliferacion y diferenciacién
neuronal.

Argumentacion empirica:

En cultivo, las stem cells crecen en suspensidon como agregados
esféricos no adherentes conocidos como “neuroesferas” (NE) en
un medio de cultivo libre de suero animal (MLS) conteniendo una
mezcla de medio DMEM y medio Hamm F12 en una proporcion
1:1 y suplementado con: insulina, transferrina, putrescina,
progesterona, selenito de sodioy factor de crecimiento epidermal
(EGF), este ultimo factor es indispensable para la formacion de
las neuroesferas. Las NE contienen una poblacion heterogénea
compuesta por stem cells y precursores de neuronas y células

glia. Debido a estas caracteristicas, el cultivo de NE constituye un
excelente modelo para el estudio de los procesos de proliferacién
y diferenciacion neuronal.* > ¢

Planteamiento del problema:

A pesar de las evidencias que sugieren un papel de la HC en el
desarrollo del sNc, la funcidn de esta hormona en este sistema
no ha sido lo suficientemente aclarada. Previamente, nosotros
reportamos el efecto mitogénico de la HC sobre el aislamiento
de las NE a partir de cultivos primarios de estriatum de embrién
de ratdn a altas densidades celulares (150,000 cels/cm2)’. En el
presente trabajo, realizamos un andlisis mas detallado del efecto
de lahormona sobre este modelo utilizando una menor densidad
celular (50,000 cels/cm2). La definicion del papel principal de la
HC en la proliferacidn de las NE permitira establecer condiciones
Optimas para el aislamiento de estas y su posible uso en el
desarrollo de terapias de transplante para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Objetivo General:

Analizar el efecto de la hormona de crecimiento sobre la
formacién de neuroesferas en cultivos primarios de estriatum
de embrién de raton.

Metodologia:

Setratadeunestudioexperimental. Eltejido estriatal proveniente
de cerebros de embriones de ratéon de aproximadamente 14
dias de gestacidn, fue disgregado enzimaticamente. Las células
obtenidas se sembraron a una densidad de 5 x 104 células / pozo
(multiplatos de 48 pozos) en medio MLS sin o con HC a diferentes
concentraciones (1, 10, 50, 100, 200, 500 y 1000 ng/ml de
hormona). El efecto de la HC sobre la formacion de las NE se
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evalud desde el 52 y hasta el 72 dia en cultivo mediante el conteo
directo del nimero de NE.

Resultados:

Previamente nosotros habiamos evaluado el efecto de la HC
sobre el reclutamiento de la poblaciéon que da origen a las NE
del estriatum de embridn de ratén. En esos experimentos se
demostrdé que la incubacion de cultivos primarios con esta
hormona en ausencia del EGF no estimula la formacion de NE.
Posteriormente, nosotros demostramos un efecto mitogénico
de la HC sobre NE obtenidas mediante incubacién simultanea
con el EGF. En el presente trabajo, hemos continuado el anélisis
de este efecto mitogénico disminuyendo la densidad a la que se
siembran las células obtenidas del estriatum del embrién. Bajo
estas nuevas condiciones se logré confirmar el efecto mitogénico
de la HC sobre las NE reclutadas por el EGF. El efecto mitogénico
es estadisticamente significativo a partir del 62 dia de cultivo
en las concentraciones de 1, 10 y 50 ng/ml con incremento
en la proliferaciéon de NE de 23, 35 y 12%, respectivamente.
Este efecto fue inhibido a partir de los 100 ng/ml hasta llegar
a conteos entre 50 y 60% menores que el control con 1000
ng/ml de HC. Interesantemente, la observacion de los cultivos
posterior al 72 dia de incubacion con y sin la hormona mostré
la adhesion de las NE y su posterior proliferacién a partir de los
bordes de las mismas, siendo este efecto mucho mas evidente
en los cultivos tratados con las concentraciones mitogénicas de
la HC, sugiriendo que esta hormona puede seguir estimulando
a esta poblacion crénicamente. Cabe sefialar que los cultivos
incubados con concentraciones inhibitorias de 500 ng/mly 1000
ng/ml de HC no presentaron adhesidn ni aparente proliferacion
de NE posterior a los 7 dias en cultivo.

Discusion:

Previamente habiamos observado el efecto inhibitorio de la
HC a altas concentraciones de la hormona. Sin embargo, este
se interpreté como parte del mecanismo de activacion de su
receptor, el cual requiere la unién de la HC a 2 moléculas del
receptor.Sesabe que este mecanismo produce curvasdeactividad
en forma de campana debido a que altas concentraciones de la

HC promueven la formacion de mondmeros inactivos 8. Bajo
estas condiciones la respuesta bioldgica a altas concentraciones
de la HC es igual a la observada en el grupo control. Contrario
a lo anteriormente mencionado, observamos una inhibicidén en
la formacion de NE por debajo de los valores del grupo control,
sugiriendo un mecanismo diferente al de la dimerizacién del
receptor de la HC. Huang y colaboradores (2004) reportaron un
efecto inhibitorio de la HC sobre la afinidad del EGF a su receptor
a concentraciones similares en las que nosotros observamos
la inhibicion en la formacién de NEg, sugiriendo un posible
mecanismo de inhibicidon de la HC a través del bloqueo de la
actividad del EGF.
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