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RESUMEN

Desde su creacidn a principios del siglo XX los medios de cultivo
han jugado un papel importante en el estudio de las células
vivas bajo condiciones in vitro. En este nuevo siglo, los medios
de cultivo se han perfeccionado hasta el grado de conocer con
exactitud su composicion sin la necesidad de suplementarlos con
suero de animales. Debido a la ausencia del suero estos medios
son conocidos por el nombre genérico de “medio libre de suero”
(MLS). Actualmente, los MLS son la base para el estudio de un
sin fin de tipos celulares, probando ser medios eficientes para el
desarrollo, proliferacién y diferenciacidn celular. Después de una
serie de cambios a través de los afnos, los MLS ha servido también
para el estudio de las llamadas “células madre”. Especificamente,
el MLS ha jugado un papel muy importante en el estudio de las
células madre neuronales, descubiertas recientemente y con
las cuales se derribd el antiguo dogma de la estatica cerebral,
segun el cual el cerebro del organismo adulto era incapaz de
auto-regenerarse. El descubrimiento de estas células ha abierto
la posibilidad del desarrollo de nuevas terapias celulares para
el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, tales
como Alzheimer y Parkinson. En el desarrollo de estas terapias,
los MLS juegan un papel preponderante. De esta manera, el
objetivo del presente trabajo es realizar una revision bibliografica
sobre el conocimiento actual de los medios de cultivo libres de
suero y su optimizacidn para el aislamiento y la propagacion de
las células madre neuronales.

Palabras Clave: Medio de cultivo, medio libre de suero, células
madre neuronales.
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ABSTRACT

Since its development at beginnings of 20th Century, cell culture
media has played a relevant roll in the in vitro cell study. In this
new century, media cell culture has been improved, knowing
their exact formulation, without animal sera supplementation.
Due to the absence of animal serum in these media, they
are called “serum free medium” (SFM). Nowadays, SFM are
essential for the study of several cellular types, supporting
cellular proliferation and differentiation. After a series of
changes throughout years, SFM have been used for study of the
so-called “stem cells”. Specifically, SFM has played an important
roll in the study of the neural stem cells, whose discovery in the
adult destroyed the dogma of the static brain. The discovery of
neural stem cells have opened the possibility of cell therapies
development for several neurodegenerative diseases like
Alzheimer and Parkinson. In the cell therapies development,
the SFM play a relevant roll. In this way, this paper will review
the scientific literature about SFM and its possible improvement
for the isolation and propagation of neural stem cells.

Key words: Cell culture medium, serum free media, neural
stem cells.

Correspondencia:

Enrique Juarez Aguilar

Dr. Luis Castelazo Ayala S/N, Col. Industrial Las Animas
CP 91190, Xalapa, Ver.

Tel. 01 (228) 8 41 89 00 Ext. 13758

Correo electrénico: enjuarez@uv.mx



Rev Med UV, Enero - Junio, 2009

CULTIVO CELULAR

El cultivo celular es una técnica que se basa en la obtencién de
células individuales en suspension a partir de un tejido, ya sea
por métodos mecanicos o enzimaticos y su posterior incubacion
en un medio de cultivo liquido o sélido.! Esta tecnologia fue
ideada por Harrison en 1907 como un método para el estudio
de la fisiologia celular bajo condiciones controladas (citado
en 1).2 Con el objetivo de mantener vivas a las células, los
primeros medios de cultivo contenian extractos de tejidos y
fluidos de animal, tales como suero y linfa. En estos medios, se
logrd cultivar células de médula espinal de rana, ya que por ser
animales de sangre fria, no requerian temperaturas elevadas
(mayores de 35 °C) para sobrevivir. La eficiencia de este sistema
permiti6 demostrar que los axones son extensiones de las
células nerviosas.? Estudios posteriores realizados por Carrel en
1912 demostraron la utilidad del cultivo celular en el estudio
de células de mamiferos.® A partir de entonces, el estudio de
las células permitid el analisis de diversos procesos que hasta
entonces eran dificiles de observar, tales como la divisién y
el metabolismo celular. Del mismo modo, el impulso de estas
técnicas estimuld el desarrollo de nuevos medios de cultivo con
una composicion nutricional mas definida.

MEDIOS DE CULTIVO CON SUERO

Con el impulso del cultivo celular in vitro, Eagle en 1955
desarrolla un medio de cultivo con una composicion definida.* El
medio basal de Eagle (Eagle’s basal medium) estd compuesto de
aminodcidos, proteinas y vitaminas en proporciones conocidas.
La introduccion de este medio optimizo las condiciones de cultivo
y favorecid un mejor analisis de la célula. En la practica, este
medio se suplementa con suero de origen animal para favorecer
la proliferacion y supervivencia celular.

Ventajas y Desventajas

A partir del medio basal de Eagle, un gran nimero de cultivos
fueron desarrollados de acuerdo a las necesidades especificas
del tipo celular estudiado. Sin embargo, en todos ellos la
inclusion de suero animal en su composicion continuaba
siendo imprescindible. La inclusién del suero animal en estos
medios mas definidos acelerd el crecimiento de las células, con
aumento de la poblacion total. La prolongacidon del tiempo de
cultivo debido al uso de estos medios favorecié la adaptacién
de las células a estas condiciones y algunas de ellas adquirieron
la capacidad de proliferar indefinidamente, logrando con ello el
establecimiento de las primeras lineas celulares, las cuales se
constituyeron posteriormente en excelentes modelos para el
estudio de la biologia celular.

Por otra parte, el uso de suero animal en el medio de
cultivo no sdlo favorecia la proliferacion y la supervivencia de
las células en cultivo, si no que la composicion indefinida del
mismo constituia una seria desventaja. El suero animal contiene
hormonas, proteinas, factores estimulantes e inhibidores del
crecimiento, los cuales pueden tener un efecto no deseado
sobre las células en estudio. Mas aun, dado que la concentracién
de los componentes del suero animal puede variar entre lotes,
la respuesta celular no siempre es la misma. La variacién en la
concentracion entre diferentes lotes no permite en algunos casos
la estandarizacién experimental entre diferentes laboratorios.
Asi, con objeto de disminuir la variacion en la respuesta celular
debido a diferencias entre lotes de suero, los laboratorios
adquieren grandes cantidades de un mismo lote. Sin embargo,
esta practica implica un costo econédmico elevado; mientras que
la corta caducidad del suero limita la cantidad almacenada.

Por otra parte, la abundancia de nutrientes en el suero
no sélo permite el crecimiento celular, sino que favorece el
crecimiento de bacterias, hongos, parasitos y virus, lo que en
ocasiones puede llevar a la contaminacién y pérdida del cultivo.
Afortunadamente, el peligro de contaminacién en los cultivos se
redujo importantemente mediante la adicidn de antibidticos de
amplio espectro y la optimizacién de la técnica aséptica.

Otro inconveniente en el uso de suero en el medio de
cultivo lo constituye el riesgo de transmisién de enfermedades.
En este sentido, la industria biotecnoldgica ha limitado el uso
de suero de origen animal en la produccidn de células con fines
terapéuticos para su uso en humanos, aunque para algunos
procesos éste sigue siendo imprescindible. La obtencién del
suero animal tiene ademas, implicaciones éticas, ya que su
obtencionrequiere del uso o sacrificio de animalesy esen muchas
ocasiones rechazada por grupos protectores de los derechos de
los animales. Debido a todo lo anterior la disposicion del suero
animal puede verse afectado por enfermedades, economia,
razones politicas y éticas.

MEDIOS LIBRES DE SUERO (MLS)

Tomando en cuenta las desventajas del medio suplementado
con suero, el desarrollo de medios de cultivo libre de este
suplemento se incrementé. Entre los primeros MLS desarrollados
se encuentra el creado para la linea celular GH3 de células
cancerigenas de la pituitaria de ratas °, la serie de medios MCDB
6y el medio basal DMEM/F12.7

Ventajas y Desventajas
La ausencia de suero en el MLS para diversos tipos celulares
trajo ciertas ventajas para su estudio. Dado que la composicidon
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de este medio es completamente definida es posible analizar
el efecto de estas sustancias sin la interferencia de compuestos
desconocidos. Asi, el uso de estos medios permitid realizar
una selecciéon mds adecuada de la poblacion celular, asi como
regular su proliferacion y su diferenciacién, mediante la adicion
o eliminacion de compuestos.

De la misma manera en que el desarrollo de los MLS
trajo ventajas de mucha utilidad en el estudio de las células,
también presentd algunas desventajas. Asi, se sabe que las
células cultivadas en MLS crecen a menor velocidad y tienden
a formar lineas celulares mds lentamente debido a la carencia
de los factores proliferativos presentes en el suero animal. ¥ Asi
mismo, la eliminacion del suero en el medio de cultivo requirio
del uso de reactivos de mayor pureza, asi como de agua de
mayor calidad y de equipo especializado para su preparacion.
Todo ello impactéd grandemente el precio en la produccion
de MLS. La preparacion de MLS especifico de un tipo celular
también influye en el costo final del mismo. A pesar de estas
desventajas, la utilizacion del MLS en el estudio de las células,
facilita grandemente la comprension de un sinnimero de
funciones bioldgicas.

MEDIOS DE CULTIVOS PARA CELULAS
NEURONALES

Inicio del cultivo de células neuronales

El desarrollo del primer medio libre de suero para las células
GH,, y de su capacidad de mantener a estas células viables con Ia
ayuda de suplementos como hormonas y transferrina demostré
que el efecto del suero sobre las células podia ser sustituido por
compuestos especificos.® Tras esta conclusion y con el objeto de
definir un MLS especifico para células neuronales, se probaron
una gran cantidad de hormonas para determinar su efecto sobre
las células. Después de estos experimentos se concluyé que la
mayoria de las hormonas analizadas no tenian un efecto sobre
la proliferacién y sobrevivencia celular, mientras que hormonas
tales como la insulina y la hidrocortisona eran indispensables
para estos procesos. Estudios posteriores analizaron no sélo el
estudio de hormonas si no de factores de crecimiento y factores
accesorios.’ Con estos avances, el MLS originalmente utilizado
para las células GH, fue empleado para crecimiento de nuevas
lineas celulares tales como la M2R de melanoma de rata, la Hela
de cancer cervical humano °, la B-16 de melanoma de rata'’, la
PCC.4 aza-1y la F, de carcinoma de embrién de rata. ™*

De esta manera, fue claro que la incorporacién de
nuevos compuestos relacionados con el metabolismo celular
podia mejorar la capacidad proliferativa y de sobrevivencia de
los MLS. Asi mismo, se observo que el efecto de las sustancias

adicionadas al medio no era el mismo sobre los diferentes
tipos celulares. En el caso del cultivo de células nerviosas,
a la composicion inicial del medio para células GH, se fueron
agregando nuevos suplementos hasta obtener una mezcla
compuesta por el factor de crecimiento epidermal (EGF, por
sus siglas en inglés), la insulina, la transferrina, el selenito de
sodio, la putrescina y la progesterona. Este medio fue probado
exitosamente en células de neuroblastomas de ratas 2 y en
oligodendrocitos.™

Célula madre, Células madre neuronales y neuroesferas

Las células troncales se caracterizan por poseer una alta
capacidad proliferativa, por su capacidad de autoregenerse y
por producir varias progenies celulares. Debido a esta ultima
capacidad, actualmente existe una gran expectacion en el estudio
de estas células debido a las implicaciones en el desarrollo de
terapias para enfermedades degenerativas en el ser humano.
Inicialmente, estas células se estudiaron en la medula dsea,
donde se observaba una regeneracion constante de células del
sistema hematopoyético. Estudios posteriores, demostraron la
existencia de células semejantes en otros 6rganos como higado
11415 piel 17 y cérnea ®° , por mencionar algunos ejemplos,
pero no en el cerebro.

Hasta hace algunos afios el cerebro se consideré como
un Organo estatico, es decir, incapaz de regenerarse. Segun
esta idea, la formacion de neuronas era exclusiva del estado
embrionario y no existia capacidad regenerativa en el estado
adulto después de la pérdida natural o por dafio tisular. A finales
del siglo XIX se realizan los primeros estudios en cerebro que
sugieren la generacién de nuevas neuronas; sin embargo, estos
estudios no demostraron la presencia de células en estado
mitético, por lo que se concluyé que en el cerebro no existia
proliferacién celular. En 1962, Altman realiza experimentos de
marcaje con [*H]-timidina y encuentra células con retencion
de la marca radiactiva, sugiriendo con ello la existencia de
proliferacion celular; sin embargo, la inespecificidad de esta
técnica para distinguir la marca de [*H]-timidina en el nucleo
de las neuronas y el nucleo de las células glia no permitié
establecer un argumento sélido para demostrar la formacién
de nuevas células, dejando abierta la posibilidad de la
neurogénesis.?’ Siguieron experimentos de otros investigadores
en los que tampoco se pudo comprobar que las nuevas células
fuesen neuronas. No fue sino hasta 1981 que Nottebohm vy
cols. demuestran una relacion directa entre el aprendizaje de
nuevas melodias por parte de canarios y la formacién de nuevas
neuronas.?! Es asi que en los afios 80 se desarrollan una serie de
experimentos en los que mediante el marcaje con timidina se
demuestra la formacién de nuevas neuronas y la formacién de
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nuevas uniones sinapticas entre estas. 222324 Después de estudios
posteriores y gracias al desarrollo del microscopio electrénico y
de nuevas técnicas de marcaje inmunocitoquimico se concluye
que la existencia de nuevas neuronas en el cerebro adulto es una
realidad, destruyendo con ello el dogma de la estatica cerebral.
25,26

A partir de entonces la investigacion cerebral se ha
incrementado; en 1992, Reynolds y Weiss 22 demuestran la
existencia de células neuronales sensibles al EGF y en 1996, *
la existencia de “células madre” en cerebro de raton adulto.
Actualmente, se tienen identificadas varias zonas del cerebro con
actividad proliferativa; sin embargo dos de ellas se consideran
generadoras de nuevas neuronas: la zona subventricular y la
zona subgranular del giro dentado del hipocampo.

Las células madre neuronales pueden ser cultivadas in
vitro, donde generan cuerpos esféricos constituidos por varias
poblaciones celulares, dentro de las cuales se encuentran
precursores de astrocitos, neuronas, oligodendrocitos, ademas
de las mismas células madre; estas estructuras son conocidas
como “neuroesferas”. El cultivo de neuroesferas se ha convertido
en el ensayo estandar para el analisis del efecto de factores
sobre la diferenciacidn neuronal y constituye la base de muchos
estudios usados para entender la biologia celular y molecular de
las células madre en el sistema nervioso central (SNC).

Cultivo de células madre neuronales

El cultivo de células neuronales se lleva a cabo a partir de tejidos
cerebrales de embrién o adulto, en un medio libre de suero
preparado a partir de una mezcla en proporcion 1:1 de medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y de medio nutritivo
F-12 (Life Technologies, Gaithersburg, MD) y suplementado
con insulina, putrescina, transferrina, selenito de sodio vy
algunos factores de crecimiento como el EGF y el factor de
crecimiento fibrobldstico (FGF, por sus siglas en inglés) 123%13;
las concentraciones y la actividad bioldgica reportada de los
componentes en el MLS se resume en el cuadro niumero 1. Aparte
de las condiciones nutricionales, el cultivo debe contar con las
condiciones ambientales necesarias, por lo que se requiere de
una concentracion de CO, al 5%, una temperatura de 35 °C, un
pH de 7.4 y una baja densidad celular (5 x 10* células/cm?).?
Este medio permite la proliferacidon y expansién de las células
neuronales en un promedio de 7 a 10 dias después de los cuales
se observan neuroesferas de un diametro entre 100 y 200
nm, compuestas de aproximadamente 10,000 células.?' Se ha
comprobado que las neuroesferas pueden mantenerse viables
por un periodo mayor de 2 afios en un estado indiferenciado con
cambio rutinario del medio.3 Mas aun, el cultivo de neuroesferas
bajo estas condiciones permite la transferencia por mas de 23
veces de los cultivos a lo largo de 6 meses.®

Cuadro 1. Concentraciones y Actividad Biolégica de los Componentes del MLS

Concentracién Actividad Bioldgica reportada

Esta es una proteina encargada del transporte y de almacenamiento
temporal del hierro, éste a su vez interviene en muchos procesos
metabdlicos que impactan el funcionamiento de las células cerebrales:
transporte de electrones mitocondriales, la sintesis y degradacién de
neurotransmisores, la sintesis proteica y la organogénesis, también evita
la formacidn de nuevos radicales libre a partir de otras moléculas. En
general se puede deducir que la transferrina juega un papel importante
en la supervivencia de las células ya que es la encargada de ingresar el
hierro en ellas. 55666768

La entrada de la glucosa al interior de las células se da por canales,
estos estan indirectamente bajo control de la insulina. Por lo tanto, la
presencia de insulina es indispensable para la produccidn de energia al
facilitar la entrada de glucosa en el metabolismo de las neuronas.

Suplemento

. Transferrina 100 mg/ml

. Insulina 25 mg/ml

Se sabe que esta hormona actia como una sustancia mielinizante
de nervios periféricos y se encuentra relacionada con el desarrollo y
regeneracién del sistema nervioso periférico. En cultivo parece tener un
efecto neuroprotector. >

La estrés oxidativo es un desequilibrio de la homeostasis que ocasiona
la muerte celular, para contrarrestarlo las células sintetizan enzimas. La
30 nM sintesis de algunas de estas enzimas requieren del selenito de sodio. In
vivo parece estar relacionado con la regulacion de la funcién del sistema
inmune #4870,

Tiene un papel neuro-terapéutico en los dafios neuronales, es necesaria
60 nM para el crecimiento de las células y también se ha visto que puede
causar muerte celular en altas concentraciones. *27%

. Progesterona 20 nM

e Selenito de Sodio

o Putrescina

Es un polipéptido que ejerce una variedad amplia de efectos bioldgicos
incluyendo la promocién de la proliferacién y de la diferenciacion

° EGF 20 ng/ml de células, debido a que activa el transporte de RNA y la sintesis de
proteinas 2.
. FGF 20 ng/ml Mitégeno de células neuro-ectodérmicas.!
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NUEVOS SUPLEMENTOS PARA EL CULTIVO
DE NEUROESFERAS EN MLS

Se ha observado que el SNC es especialmente vulnerable al
estrés oxidativo, debido al alto grado de utilizacion de oxigeno y
a que las membranas contienen una gran proporcién de acidos
grasos poli-insaturados propensos a la oxidacion, haciéndolo
mas susceptible al dafio por peroxidacion. Ademas, el bajo nivel
de moléculas antioxidantes en el cerebro aumenta el riesgo de
dafio por estrés oxidativo.** De esta manera, el cultivo de células
nerviosas ha requerido el desarrollo de suplementos que tienen
como base a los antioxidantes.

Actualmente existen en el mercado una amplia variedad
de suplementos para el cultivo de células nerviosas entre los
que podemos mencionar al suplemento B27 (invitrogen), el
suplemento N2 (invitrogen) y el suplemento G5 (invitrogen).
La composicion y funcion de cada uno de estos suplementos se
resumen en el cuadro nimero 2. La adicion de estos suplementos
al medio libre de suero aumenta la supervivencia y crecimiento
de los cultivos de neuronas de ratén en estado embrionario y
adulto.*® Especificamente, el suplemento B27 se utiliza para el
mantenimiento y crecimiento de neuronas de ratones en estado
embrionarioy en adultos, lo que reduce la formacion de radicales
libres y la apoptosis. Este suplemento esta constituido por 5
antioxidantes: vitamina E, acetato de vitamina E, superdxido
dismutasa, catalasa y glutation.

Cuadro 2. Funcion de Suplementos sobre el Cultivo de Células Neuronales

células glia (gliomas); estd compuesto por la vitamina biotina,
algunas proteinas como el FGF basico (bFGF, por sus siglas en
inglés), EGF, transferrina humana, insulina y otros componentes
como hidrocortisona y selenito, este ultimo con actividad
antioxidante.®

CANDIDATOS PARA LA OPTIMIZACION DEL
MLS PARA NEUROESFERAS

Suplemento Funcién Composicion
En el crecimiento Tra7|sferr|na humana 10000
N2 diferen_ciglc_ién de neuronas Ir:§ulina 500 mg/!
- post-mitdticas y en el cultivo p t 0,63 mg/|
de células neuronales rogesterona u.65 mg
tumorales. Putre;cma 1611 mg/|
Selenito 0.52 mg/I
En el crecimiento y | Biotin 100 mg/I
diferenciacion de células | FGF basico 0.5 mg/I
madre neuronales en | EGFO0.1 mg/l
G5 neuronas y células gliales | Transferrina humana 5000
y para el cultivo de lineas | mg/l
tumorales de origen | Insulina 500 mg/I
astrocitico. Se puede utilizar | Hidrocortisona 0.36 mg/I
en combinacién con B27. Selenito 0.52 mg/I
En el crecimiento y viabilidad | Vitamina E, acetato de
B-27 alargo plazo de neuronasdel | vitamina E, superdxido
hipocampo y otras neuronas | dismutasa, catalasa,
del SNC. glutation, y vitamina A

El suplemento N2 se usa en el crecimiento y la expresion
de neuroblastomas y para la supervivencia y la expresion de
neuronas después de la mitosis; estd compuesto por transferrina
humana, insulina, progesterona, putrescina y selenito, estos
dos ultimos con capacidad antioxidante. El suplemento G5 se
ocupa principalmente para el crecimiento y expresion de células
glia de cultivos primarios o lineas celulares de tumores de

De esta manera, es claro que la adicidn de nuevos componentes
al medio libre de suero es una practica constante en el estudio de
la biologia celular como una manera de mejorar las condiciones
de cultivo y de asemejar lo mas posible estas condiciones a
las del organismo. En un intento por mejorar las condiciones
de cultivo se han probado proteinas®, reactivos quimicos®,
toxinas 3, antioxidantes y factores de crecimiento. * Como parte
de la presente revision, a continuacidon se describen algunos
compuestos que debido a sus propiedades bioldgicas y a su uso
en otros tipos celulares consideramos podrian ser candidatos
para optimizacion del MLS utilizado en el aislamiento de las
células madre neuronales.

Albumina

Entre las proteinas que se han utilizado para el mejoramiento
de las condiciones de cultivo, la albdmina ocupa un lugar
predominante. Esta proteina ha sido utilizada en medios de
cultivo para el mantenimiento de adipocitos®, queratinocitos
4 células epiteliales de cornea®, células mieloides y linfoides
434445 fibroblastos*, y neuronas. En estas Ultimas, la albumina
aumenta la supervivencia y actia como un antioxidante. Del
mismo modo, esta proteina actia como activador de la enzima
piruvato deshidrogenasa (PDH), la encargada en convertir al
piruvato en acetil coenzima, para iniciar el ciclo de krebs. #74
En las neuronas la PDH aumenta la oxidacién de la glucosa y
el lactato generando al glutamato como producto final, el cual
parece estar involucrado en el aumento de la supervivencia
neuronal.”® De esta manera, parece ejercer su efecto sobre la
supervivencia de células nerviosas mediante el mantenimiento
del equilibrio de 6xido reduccidn.

Coenzima Q10

Existen otros compuestos que por su capacidad antioxidante
podrian considerarse excelentes candidatos para suplementar
el medio libre de suero para el cultivo de células nerviosas.
Entre éstos podemos citar a la Coenzima Q10, que se sintetiza
naturalmente en el cuerpo; se ha probado en cultivos de células
endoteliales en donde tiene un efecto sobre la proliferacion y la
diferenciacién de estas células.’® Incluso, la coenzima Q10 tiene
un efecto antioxidante sobre cultivo de neuronas y sirve para
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obtener energia para su crecimiento y mantenimiento .>!

Enzima Acetil L-Carnitina

La enzima Acetil L-Carnitina a diferencia de las anteriores no se
ha estudiado en otros modelos, pero en cultivos de neuronas
ésta tiene un efecto neuroprotector (antioxidante). °**3 En
neuronas, esta enzima tiene un efecto positivo en la expresion
de la acetil colin transferasa en neuronas motoras >#°>°%°’, en los
niveles y la actividad del factor de crecimiento nervioso *>°¢y la
supervivencia de las células. 52°°

2-Mercaptoetanol

Un agente reductor ampliamente utilizado en el cultivo
de diversos tipos celulares es el 2-mercaptoetanol o B-
mercaptoetanol. Este agente se encuentra actualmente como
constituyente de diferentes medios de cultivo como el medio
RDSF que se utiliza para el cultivo de células mieldmicas y células
hibridomas®®;, también se ha investigado su efecto en cultivos
de células osteoprogenitoras humanas ,donde se determiné
que tenia un efecto proliferativo y sobre la diferenciacion. Mas
aun, la adicién de 2-Mercaptoetanol aumenta de 6 a 200 veces
la supervivencia celular y en 12 veces la expresion de acetil
colin transferasa 665438 en cultivos primarios de neuronas del
estriatum de ratén de 16 dias.

PERSPECTIVAS

Tomando en cuenta lo anterior, es claro que el futuro de los
medios libres de suero para el cultivo de células neuronales estd
en el mejoramiento continuo de los mismos, ya sea con el uso de
sustancias antioxidantes o de nuevas sustancias que optimicen
las condiciones de proliferacion y diferenciacion celular. La
optimizacidn de las condiciones de cultivo de las células madre
neuronales favorecera el desarrollo de terapias celulares para el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas.
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