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RESUMEN.

Se ha propuesto que la aplicacién de glucocorticoides durante -
las primeras etapas del desarrollo de las células neurales en culti-
vo de embrién de pollo, acelera su maduracién, lo que se manifiesta
con la aparicién temprana en estas células de potenciales de membra-
na similares a los de las células no tratadas de mayor edad, Este -
trabajo tuvo por objeto analizar el desarrollo de las propiedades e-
léctricas pasivas en las cflulas neurales en cultivo y la accién de
los glucocorticoides sobre ellas, ademds la relacién entre la concen
traci6n externa de potasio, |K+| y los valores del potencial de mem
brana. Se utilizaron cultivos de células nerviosas disociadas de em-
brlon de pollo de 7 dfas de desarrollo los cue se seguian durante 12
dfas. A algunos de estos cultivos se les aplicaba, a las 24 horas de
iniciados una dosis dnica (2 yg/ml) de corticosterona. En el momento
del registro se sustituia la solucién normal de Hanks (5.4 mM de K+)
por soluciones con diferente |K’| (2.7, 10.8, 40 y 100 mM). En estas
condiciones se determinaban los valores de PM desde el 30. hasta el
120. dia. Los resultados mas importantes fueron los siguientes: a)El
M de las células neurales en cultivo aumenta en forma progresiva du
rante el desarrollo; b) el ™ de las células neurales en cultivo de-
pende de la |K¢|ede acuerdo con lo aue se describe en la ecuacién -
de Goldman; c) durante el desarrollo cambia la relacién pNa/PK; d)Pa
ra una determinada edad, las células pretratadas con corticoides, -
tienen una relacién pNa/pK menor que la de las células control. lor
otra parte se determinaron los valores de la resistencia, la capaci-
tancia y la constante de tiempo de la membrana. Se pudo comprobar. aue
todos estos valores cambian durante el desarrollo y que las células

tratadas con corticoides alcanzan los valores finales de estas medi-

das antes que las células control, Estos resultados sugieren que los
corticoides aceleran la diferenciaci6n de las células neurales en -

cultivo, en particular los procesos involucrades en la aparici6n de

las propiedades eléctricas pasivas estudiadas,
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INTRODUCCION,

I.- Cultivo de Tejidos

Desde aue en 1906, Ross Granville Harrison realizd el famoso ex-
perimento que la 1levé a obtener crecimiento neural in vityo, los --
avances en esta drea han sido impresionantes. Esta investigadora co-
loc6 en un medio de cultivo la delgada capa de un corte transversal--
de médula espinal de rana y después de varios dias de mantenerla en--
condiciones asépticas observé que habia habido crecimiento neural en
su cultivo (Harrison, 1906 - 1907, 1910, 1912). A partir de entonces
una larga lista de autores se hz dedicado a aprender y mejorar lo --
que mis tarde, Alexis Carrel (1914) 1lamd la técnica de cultivo de te
jidos, l1a cual consiste en la implantacidén de pequefios fragmentos de
tejido y el crecimiento de células a partir de ellos (Parker, 1938;--
Yhite, 1954),

Otra de las grandes ensefianzas que nos dejd Harrison fue la idea
de que es posible lograr cultivos en un medio nutricio que imite al--
que tienen las células in vivo. Con esta base, Carrel en 1923, logré
conservar por largo tiempo un cultivo de células cardiacas de embridn
de pollo de 7 dias de desarrollo. Este avance se realizé gracias a--
que el investigador hizo transplantes sucesivos de frasco en frasco--
(que &1 mismo 1lamé raza celular) los que mantuvo con extractos de --
plasma y codgulos de sangre de pollo.

Con el desarrollo de las células L y Hela en 1940, empezd una --
nueva era en los cultivos celulares, ya que con estos tinos celulares
se logré la obtencidn de cultivos cuya nrincipal caracteristica es 1a
de permitir la obtencifn de una poblacitn celular a partir de una sim :
ple célula, los llamados clonos (Fedoroff, 1977).

Es un hecho bien establecido que uno de los principales papeles
del suero en el cultivo de tejidos es el de proveer a las células de
las hormonas necesarias para su crecimiento, aunque también se ha lo-
grado el crecimiento celular en ausencia de estas sustancias (Evans y
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cols., 1956; Takaoka y Katsuta, 1971). Los cultivos asi logrados han
mostrado alteraciones en el crecimiento (Schubert y cols., 1971), la
diferenciacidn o el funcionamiento in vitro (Peacock v cols., 1973).

Ademds de las hormonas indispensables para la supervivencia de -
un cultivo celular, es necesario considerar a los iones y a las diver
sas sustancias insustituibles para la misma. Asi, se sabe que el pota
sio es un regulador metabdlico fundamental en el cultivo de las célu-
las nerviosas y cardiacas (DeHaan, 1967, 1970; Scott y Fischer, 1970;
Lasher y Zagon, 1971; Scott, 1972); la glucosa es indispensable en el
proceso de mielinizaci6n neural (Barth y Barth, 1972), etc,

Con base en estos conocimientos se han realizado experimentos in
vitro en los que el medio de cultivo carece de suero, el cual fue sus
tituido por hormonas y otras sustancias necesarias para el crecimien-
to (Mather y Sato, 1971; Waymonth, 1971; Bloom y Black, 1979) como in
sulina, transferina, progesterona,tiroxina, factor de crecimiento neu
ral y factor glial, En estas condiciones se han puesto de manifiesto
los distintos papeles que cada uno de ellos juega en los procesos de
crecimiento y diferenciacién celular,

Hasta hace poco tiempo se tenia la idea de que no se podria lo-
grar la obtencidn de cultivos de neuronas disociadas, en forma pura.
Sin embargo, fue posible obtenerlos a martir de algunos experimentos
en los que se puso de manifiesto el panel del factor de crecimiento -
neural (F.C.N.) en el desarrollo del sistema nervioso central {(Varon
y Rainborn, 1971; Jaros v cols., 1975; Sensenbrenner v cols., 1979),
aun cuando sigue habiendo una seria dificultad en lograr que la sobre
vida del cultivo se mantenga en forma pura por mis de dos semanas.

En cultives de células nerviosas del ganglio de la raiz dorsal -
del embri6n de pollo (Roisen y cols., 1972), de cerebro de rata fetal
(Shapiro, 1973) y del cerebro de ratén (Hass y cols., 1972), se ha -
mostrado la formaci6n de neuritas después de un tratamiento con AMP-
ciclico, efecto similar al que tiene el tratamiento con F.C.N. De -
ahf que se proponga que el efecto del F.C.N. est4 mediado por el AMP-
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ciclico (Prasad, 1977), y que éste tenga también una posible participa
cién en la transcripcién del crecimiento de neuritas (Greene y cols.,
1980).

El sistema nervioso in situ tiene una gran heterogeneidad celu-
lar lo que dificulta casi cualquier tipo de estudio. De ahi 1la impor-
tancia que ha tenido el avance de la técnica de cultivo de tejidos in
vitro, sobre todo de células neurales (Varon, 1971).

El proceso de diferenciacién neural implica diversos pasos aue -
incluyen: la induccidn, la migracidn y la expresién de funciones dife
renciadas por parte de la neurona (Prasad, 1977). Para estudiar el -
proceso de diferenciacién, se han utilizado diversas técnicas y tipos
celulares que dependen de los aspectos fundamentales que se quiera re
saltar. Por ejemplo, el uso de l1ineas clonales de tumores del sistema
nervioso ha servido como modelo de diferenciacién de células neurales
y gliales (Rosenberg, 1973)., Las lineas del neuroblastoma C1300 de ra
t6n muestran muchas caracteristicas diferenciadas de las neuronas (A-
mano y cols., 1971; Murphy y cols., 1975; Nelson, 1977) como son, por
ejemplo, la aparicién de potenciales de accifin en respuesta a estimu-
los despolarizantes (Nelson, 1977), la formacifn de sinapsis en pre-
sencia de células musculmres cultivadas (Harris v col., 1971), etc.

Otro proceso importante asociado con la diferenciacién neuronal
es la sinaptogénesis, la cual puede ocurrir casi en cualauier tipo de
cultivo que se emplee; al utilizar explantes intactos de tejidos em-
brionarios del sistema nervioso central,se tiene un modelo para estu-
diar las sinapsis con una actividad bioeléctrica reproducible y con -
una sensibilidad fammacoldgica caracteristica (Crain, 1976). Los es-
tudios electrofisiol6gicos de los explantes de cordén nervioso de ra
ta, pollo u hombre, son una clara evidencia de que las células nervip
sas en cultivo pueden mantener, in vitro, por meses, no s6lo la capa-
cidad de propagacién de los impulsos a lo largo de sus neuritas sino
también un alte grado de organizacién funcional semejante al de una -
red sindptica del sistema nervioso central (Crain y Peterson, 1963, -

© 1964).,
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La mielinizacidn es otro aspecto que ha sido estudiado de la di-
ferenciaci6n neuronal. Al observar células mutantes de cerebelo de ra
tones recién nacidos y compararlos con el cerebelo de animales norma-
les, Wolf (1977) propuso un modelo de proceso de mielinizacién. Miche,
Ponde y Mandel (en prensa) no detectaron la presencia de mielina en -
cultivos de embrifn de pollo de 7 dias de desarrollo, en tanto que --
Wood y Bunge (1975) encontraron células de Schwann y células G en el
mismo tipo de cultivo. La capacidéd de neurosecrecién de las células
en cultivo se ha puesto de manifiesto por medio de estudios bioquimi-
cos' y farmacolégicos. Asi, la vasopresina fue la primera neurosecre--
cién que se demostr6 en un cultivo celular (revisién de Pearson, 1977)
Mis tarde, se comprobd en células nerviosas cultivadas de embrifn de
pbllo la presencia de algunos neurotransmisores como la acetilcolina
y las catecolaminas (Sensenbrenner, 1977; Ebel y Miche, 1974}, asf -
como la liberacifn de GABA de las células gliales de cerebro de cone-
jo adulto mantenidas en cultivo (Henn y Hamberger, 1971}, etc.

I1.- Efecto de los glucocorticoides en el
sistema nervioso central,

En 1885 Addison describié las manifestaciones clinicas que acom--
paftan a la insuficiencia adrenocortical, A partir de esa fecha se ha
obtenido gran nimero de evidencias acerca del papel que desempefian -
las hormonas suprarrenales en el funcionamiento del organismo. Son -
notables los avances que se han logrado en el diagnéstico y el trata
miento de problemas relacionados con el hiperfuncionamiento y el hi-
pofuncionamiento de la corteza suprarrenal, aunque esto no significa
que se haya llegado a la comprensién de los mecanismos Gltimos de a-
ccidn de sus hormonas. Del gran nimero de hormonas producido por la
corteza suprarrenal, son las glucocorticoideas a las que nos referi-
remos en este trabajo. De ellas, se sabe que incrementan el catabo-
lismo de las proteinas, que influyen en la glucogénesis y en la glu-
coneogénesis hepitica, que producen hiperglicem}ia’e inhiben la secre
cién de la hormona adreno-corticotréfica (HACT), que favorecen la re
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sistencia al estrés, que intervienen en los procesos antinflamatorios
y antialérgicos y que tienen, ademis, una accifn permisiva para la ac
¢ién de otras hormonas como el glucagon y las catecolaminas.

Los sintomas psicolégicos y neurolégicos (cambios en la excitabi
lidad neuronal, cambios en la frecuencia basal del electroencefalogra
ma, etc.) que se presentan en las enfermedades generadas por el exce-
so o por la deficiencia de glucocorticoides, muestran que hay una es-
trecha relacién entre el funcionamiento del SNC y la concentracién de
estas hormonas en el organismo. Por- tanto es fdcil imaginar que estos
esteroides desempefian su papel en el organismo desde el momento en el
que se inicia el desarrollo del sistema nervioso.

Para estudiar los mecanismos de accién de los corticoides en el
proceso del desarrollo y la diferenciacién celular se han utilizado -
diversos métodos y cbjetos de estudios, entre los que se puede citar
a: a) las estructuras en desarrollo; b) los organismos necnatos; c) -
las células de 6rganos en cultivo. Los resultados obtenidos dependen
de la concentracidn y de la clase de glucocorticoides utilizadas, del
tipo celular y del grado de desarrollo de la estructura en el momento
de 1a aplicacién.

a)- Efecto de los glucocorticoides en el desarrollo
prenatal.
Es notable el avance que han tenido la prevencién y el tratamien

to de los pacientes con sindrome de insuficiencia respiratoria idiopd
tica (SIRI) a partir de la aplicacién a mujeres durante las Gltimas -

etapas del embarazo, de dosis terapeliticas de cortisol (Motoyama y -
cols., 1971; Liggins y cols., 1972). En diversas especies de mamife-

ros se ha demostrado que los corticoides provocan la aceleracién del

desarrollo fetal de los neumocitos 11, los que inducen la maduracién

de los procesos enzimiticos (Kotas y Avery, 1971; Ballard y Ballard,

1972; Liggins y cols., 1972).

Al tratar a mujeres con problemas de fertilidad con dosis altas
de cortisol, Reinisch y cols., (1978) observaron que si las pacientes
_se embarazaban y continuaban con el tratamiento del esteroide, sus -
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productos nacian con un peso corporal por debajo del normal., Se ha -
comprobado qué hay una reduccién en el contenido de protefnas y 1fpi-
dos cerebrales de ratas recién nacidas, cuyas madres fueron tratadas
con prednisona durante la gestacién (Romano y cols., 1977).

b)- Efecto de los glucocorticoides en organismos

neonatos.

La aplicaci6én de dosis famacolSgicas bajas de glucocorticoides
a animales inmaduros puso de manifiesto una inhibicién del crecimien-
to somitico (Ingle, 1941; Winter y cols., 1950; Laron y cols., 1968)
y un balance nitrogenado negativo (Loeb, 1976).

Los efectos cerebrales que producen los glucocorticoides en los
animales neonatos, han mostrado se sobre todo inhibitorios. Asi, Gum
binas (1973) observé que al aplicar estas hormonas a animales neona-
ost habia un deterioro en la mielinizacién de las neuronas del encé-
falo. Cotterrell y cols,, (1972) y Howard (1975) analizaron los con-
tenidos de ADN, ganglidsidos y cerebrfsidos de animales necnatos des
pués de aplicarles corticosterona y comprobaron que todos ellos se -
encontraban disminuidos. Vernadakis y Woodbury (1962) ya antes habia
medido estos efectos y observaron que se acompafiaban de una disminu-
cidn en el consumo de oxfgeno cerebral, Se ha observado que 1la admi-
nistracitn de glucocorticoides durante el desarrollo del sistema ner
vioso produce cambios importantes que varian de acuerdo con el grado
de diferenciacién de los érganos en el momento de la aplicacién de -
la hormona y con el tipo y la dosis de glucocorticoides utilizados -
(De Vellis y cols,, 1978). Abundan los estudios acerca del efecto de
1a aplicacién de dosis relativamente altas de glucocorticoides sobre
el desarrollo posnatal del sistema nervioso de rata y ratdn. Se ha -
demostrado que en estas circunstancias se produce disminucién del nG
mero de células debido a la inhibicién de 1a mitosis (Howard y Gra-
noff, 1968; Cotterrell y cols., 1972). Se altera también el proceso
de mielinizacifn y el desarrollo de dendritas cuando se administran
corticoides entre el primero y el noveno dia de vida postnatal. Sin -
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embargo, se ha observado el efecto opuesto si la administracién se ha
ce a los doce dias (Oda y Huttenlocher, 1974). También se ha descrito,
como resultado de la administracién neonatal de corticoides, la pre-
sencia de alteraciones motoras y conductuales (Shapiro, 1968; Salas y
Shapiro, 1970; Shapiro, 1971},

Bohn y Lauder (1978) y Bohn y Lauder (1980) observaron que el de
sarrollo del cerebelo se afecta con la administracién neonatal de cor
ticoides. Por otra parte, se ha demostrado que los corticoides aplica
dos en perfodo neonatal provocan la induccién de enzimas en el siste-
ma nervioso central como es el caso de la Na+-K+-ATPasa (Huttenlocher
y Amemiya, 1978), la tiroxina hidroxilasa (Markey y cols., 1982) y la
glicerol fosfato deshidrogenasa (De Vellis y English, 1968). La bomba
electrogénica de sodio-potasio también es afectada por los glucocorti
coides como lo muestran algunos trabajos en mGsculo esquelético de ra
ta, en cerebro de ratdn adulto, y en cerebro de embrién de pollo in -
vivo (Clausen, 1980; Stdstny, 1971; Sadasivudu y cols., 1977). Los -
neurotransmisores son afectados por la administracidn neonatal de glu
cocorticoides a través de 1la modificacién de la triptofano hidroxila-
sa (Azmitia y McEwen, 1969; hmrkey y cols., 1982), La corticosterona
y la HACT influyen en la unién de H GABA al cerebro de ratas j6venes
(Kendall y cols., 1982).

También se ha encontrado que los glucocorticoides provocan algu-
nos efectos electrofisioldgicos. Woodbury y cols., (1949) observaron
una disminucién de la excitabilidad neuronal de ratas, consecutiva a
la aplicacidn de dosis elevadas de corticosterona,

c)- Efecto de los glucocorticoides en Grganos
y células cultivadas.

Debido a la facilidad de manejo de los cultivos celulares existe
un gran ntmero de resutados acerca del papel de los glucocorticoides
sobre los procesos de crecimiento y diferenciacién celular in vitro.
Se ha comprobado que en cultivos de animales necnatos, el nmero de -
ramificaciones dendriticas de las neuronas del cerebro aumenta a los
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pocos dias de la aplicacidn de corticoides, efecto que se revierte mis
tarde (0da, 1974). Por otro lado, Gordon (1976) y Farroqui (1977) han
encontrado en un cultivo neuroglial, un desarrollo precoz de la prolon
gaciones celulares de la capa VI del cerebro de rata. Asimismo, las cé
lulas gliales se han encontrado modificadas por la presencia de estas
hormonas, ya que su aplicacidn a cultivos gliales provoca un aumento -
en el nGmero de microfilamentos periféricos (Berliner, 1978) v en el -
crecimiento somitico (Vernadakis, 1971).

La diferenciacidn es otro proceso que se ve muy afectado por la
presencia de esteroides en cultivo de tejidos. En apoyvo de esta pro-
posicién estin los estudios efectuados por Piddington (1967), Moscona
y cols., (1967, 1968), en la retina de pollo embrionario in vivo y en
tejidos de explantes en cultivo. Es evidente que en todos los efectos
sobre el crecimiento y la diferenciacién celular subyacen mecanismos
bioquimicos mds o menos bien establecidos y sobre los cuales se consi
dera que ejercen su accidn los distintos tipos de csteroides estudia-
dos.

Asi, al igual que en el organismo integro, las células de la pi-
tuitaria mantenidas en cultivo retienen la capacidad de secretar HACT,
respuesta que es bloqueada por los glucocorticoides (Buonassissi y --
cols,, 1962; Watanabe y cols., 1972). En fragmentos hipotaldmicos in
vitro, Jones y cols., (1977) observaron un incremento en la unién de
proteinas inducida por la aplicacién de esteroides a fragmentos del -
hipocampo.

En cultivos de explantes de ganglio simpdtico cervical se ha com
probado el efecto potenciador de los corticoides sobre la accidn del
factor Qe crecimiento neural y la tiroxina hidroxilasa (Pillipson, -
1975; Otten y cols., 1976,1977),

d)- Mecanismos de accidn de los glucocorticoides.

Existen dos modelos aceptados en la actualidad sobre el mecanis-
mo de accién de las hormonas esteroides en el SNC (McEwen y cols., -

1978), los cuales se basan en los efectos gendmicos o no gendmicos -
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de estas hormonas sobre los fendmenos pre y postsindpicos. Los efectos
no genfmicos implican la accién de la hormona sobre la membrana pre o
postsindptica donde actGan alterando la pemmeabilidad de la misma a -
los neurotransmisores o a sus precursores y el funcionamiento de los
receptores especificos a esos neurotransmisores. La accién genémica -
se propone como aquélla que alterarfa la sintesis de protefnas, las -
cuales después de su transporte axonal o dendritico participarfan en
los fenmenos pre o postsinipticos (Figura 1, tomada de Mc Ewen y co-
1s., 1978)

Como se puede inferir de esta proposicién, los efectos no son --
necesariamente excluyentes y pueden operar de manera simultinea aun -
~ cuando tengan latencias diferentes. Se considera que los efectos no -
genfmicos son de menor latencia (segundos o minutos que los genémicos
(minutos u horas), .

SINTESIS DE RNA, PROTEINAS

g

transporte //—\ /_ transporte

TRANSMISOR

RECEPTOR

biosintesis

<+ -
= ~ESTEROIDE— ~

liberacicn inactivacidn

recaptura

——- indirecta
----- directa

Figura 1 - Efectos genfmicos (1linea continua) y no
genémicos (1fnea discontinua) de las hor
monas esteroideas en los eventos pre y -
postsinipticos (tomada de Mc Ewen v cols.
1978),
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Diferentes técnicas experimentales han pemitido desarrollar con
mayor detalle el modelo gendmico, Asi, por ejemplo, ha sido posible -
infundir a organismos in vivo esteroides marcados en ausencia de este
roides endfgenos y se les ha localizado en los compartimientos nuclea
res de las neuronas pero no en la glia. Esto ha facilitado pormedio -
de autorradiografia, la localizaci6n histol6gica de las células sensi
bles a estas hormonas (Morrell y cols., 1975). Mediante el uso de la
misma técnica se sabe que hay gran nimero de receptores a los gluco-
corticoides (Warembourg, 1975; Mc Ewen y cols., 1978) en el hipocampo,
el septum y la amigdala de ratas y que son muy pocas las células sen-
sibles a los esteroides en el hipotdlamo, el drea preSptica y la pi-
tuitaria (Mc Ewen y cols., 1976).

Una accifn muy generalizada de los esteroides en todos los siste
mas donde han tenido repercusifn funcional es como inductores enzimi-
ticos especificos (Thompson y Lippman, 1974), El modelo més aceptado
actualmente para explicar todos los efectos bioquimicos v fisiolbgh
cos de los glucocorticoides establece que, inicialmente, los estevoi-
des se unen a una proteina receptora citoplasmitica, el complejo pro-
tefna-esteroide sufre modificaciones y entra hasta el nficleo celular.
Ya en el nficteo, el estercide, en asociacidn con el receptor citoplas
mitico o después de un intercambio con un receptor nuclear, interac-
tla con el ADN. El resultado neto de esta interaccidn es una altera-

cifn en la velocidad de sintesis de ciertas especies de ARN. La sinte

sis de ARN ribososmal y de transferencia se altera segiin el tejido, -
1o que también sucede con la velocidad de sintesis del ARN mensajero.
Estas alteraciones se reflejan en cambios en la velocidad de la sinte
sis de protefnas especificas, que se expresan fenotipicamente en el -
tejido tratado. Este mecanismo permite explicar algunas acciones que

miestran los esteroides, tales como las que inducen la sintesis de --
proteinas en algunos tejidos (pulmén, cerebre, leucocitos, timocitos),
la inhibici6n de la sintesis de estas moléculas en otros o en los mis
mos tejidos (msculo estriado, timocitos, fibroblastos, etc.) y las -
accones permisivas sobre algunas hormonas peptidicas y sobre las cate

colaminas en procesos como la lipSlisis, la glucogenflisis y la gluco

génesis,
-11-
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Se ha planteado la posibilidad de que,al igual que sucede con mu
chas otras homonas, el mecanismo de accidn de los glucocorticoides--
estd mediado por el AMP ciclico (AMPc). Diversos experimentos (Thamp
son y cols., 1966; Granner y cols., 1968) han mostrado en forma cla
ra que &ste no es el caso y que sblo algunos esteroides mantienen --
cierta interaccidn con este nucledtido. Asfi, por ejemplo, la induc -
cidén de tiroxina aminotransferasa en cultivo celular de hepafcma de--
rata (Pitot, y cols., 1964) se produce tanto por la aplicacifn de--
glucocorticoides como por el AMPc, pero los mecanismos inductores y--
* las cinéticas implicadas son diferentes {Grossman y cols., 1971). ---
Schwartz (1972) observd que estas dos sustancias inducen la sintesis
de arginina en el pulmdn de ratas prenatales, pero que su accién nun-
ca fue aditiva.

e)- Acciones enzimiticas de los glucocorticoides
en el sistema nervioso central,

La lista de los efectos bioquimicos enzimiticos inducidos por --
los glucocorticoides sobre el tejido nervioso es muy larga, por lo --
que sdlo se mencionardn algunos de los trabajos fundamentales sobre--
el particular.

Se ha observado inducci6n enzimdtica por los glucocorticoides --
tanto en estructuras in vivo como in vitro, asi como también en cere-
bros de organismos en desarrollo o adultos. Ardelpanu v cols,, (1972)
y Balazs y cols., (1972) reportaron la inhibicién de la sintesis de
AN inducida por esteroides en cerebros en desarrollo, Otro nucledti-

do que se ve afectado por la aplicaci6n de hidrocortisona, es el ARN

mensajero especifico que codifica la sintesis de la enzima glutamina

sintetasa en retina de embrién de pollo (Schwartz, 1972). De hecho,--
con base en estos resultados fueron Schwartz (1971) y Chader y. cols.,
(1972) quienes propusieron el modelo de induccién enzimitica presenta
do en la seccidn anterior.

En células neurales cultivadas se ha observado que los glucocor-
ticoides aumentan la actividad de la arilsulfatasa (Farroqui, 1977),
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TABLA 1 - EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOINES EN EL CEREBRO DE RATAS ADULTAS.
(Tomada de Mc Ewen y cols., 1979),

-
EFECTO TEJIDO DOSIS TIEMPO REFERENCIA.
i 1.- Inhibe la liberaci6n Fragmentos “3x 10-7 10 min, Jones y cols., 1977,
i de FLC* hipotaldmicos
in vitro.
~ 2.- Incrementa el nivel Cerebro total 120 mg/Kg. 15 min, Diez 'y cols., 1977,
cerebral de tiroxina. in vivo. _
3.~ Incrementa ATP/0,% Cerebro total 3-5 mg/Kg. 60 min, Roosevelt y cols., 1973,
in vivo.
4.- Incrementa la activi Hipocampo in vivo. 5 mg/Kg. 30-60 min, Pfaff v cols., 1971, "
dad unitaria simple. n
5.~ Incrementa la unidn Hipocampo in vitro. 10-10y 60 min, Lee y cols., 1977,
de proteinas. ‘ ,
6.- Decrece el transporte ipocampo in Vivo. Implante 4-7 dias Miller y cols., 1978,
de GABA. s6lido. » L
7.- Incrementa la activi- Cerebro total Endogeno. 7-14 dias, De Vellls y Inglish, 1968, 7\
dad de GPDH®, nervio in vivc;. ‘ ’ LR
8.- Incrementa la activi- Hipotdlamo in vivo. 100 mg/Kg. 4 hr. Shen y Ganong, 1976.
dad de DBH*. ,
- 9.- Incrementa el recam - Cerebro integro -15 mg/Ke. 60 min, Twone y cols,, 1977.
- bio de noradrenalina- in vivo. '
¢ dopamina,
{70, = Decrece el recambio ~ |Cerebro integro 25 mg/kg 7 dfas. Rixe y cois., 1970,
P de nerodrenalina-do in vivo. :
11.- Incrementa la actividad [Ganglio cervical 3 mg/Kg. 48 hr. Hanbacier vy cols., 1975.:
de 1a tiroxina hidroxi- [superior, in vivo. -
lasa.
il NNt SR s S B RN [ S I et A -




de la glicerofosfato deshidrogenasa (Gail y cols., 1974) y de la sin-
tetasa de dcidos grasos en glia (Volpe, 1976).

Los efectos en cerebros de ratas adultas estan resumidos en la -
tabla tomada de Mc Ewen y cols. (1979) (Tabla I).

Por Giltimo, cabe destacar la influencia de las hormonas esteroi-
deas sobre la actividad de la ATPasa dependiente de Na*-K*. Los prime
ros resultados sobre esta influencia, se cbtuvieron en preparaciones
de rifiom de rata (Chignell y Titus, 1966; Jorgensen, 1968, 1969; Mani
tus y cols,, 1968) y en tejido cerebral de esa misma especie (Galla-
gher y Glaser, 1968). En embriones de pollo, Stastny (1970) demostrd
que la administracién de hidrocortisona estimula la actividad de 1la -
ATPasa Na*-K* tanto en homogenados del embrién intacto como en los he
misferios cerebrales del mismo, sin provocar ningln efecto sobre la -
actividad de la ATPasa dependiente de Mg“. El mismo esteroide produ-
ce, en el ratdén, un incremento de la actividad de la ATPasa Na+-K* en
el cerebelo, el tallo cerebral y la corteza cerebral, siendo mayor el
efecto sobre esta Gltima estructura (sadasivudu y cols.,1977). Los --
mismos autores observaron que la hidrocortisona incrementa la utiliza
cién de gluamato en el cerebro de rat6én y que genera un aumento en la
actividad de la ATPasa, lo que interpretaron como el resultado del au
mento en la estabilidad de 1a membrana inducido por la hormona,

ITI.- Propiedades electrofisioldgicas en
cultivos celulares.

Durante los Gltimos 30 afios ha sido posible registrar la activi-
dad eléctrica de explantes celulares de tejido neural, lo que ha per-
mitido seguir el proceso de maduracién de las propiedades eléctricas
y de la sinaptogénesis in vitro. Descargas esponténeas y provocadas -
han sido registradas de explantes de médula espinal, de corteza de a-
nimales neonatos, de ganglios simpiticos, de tejidos neurocmusculares
y de tejidos nerviosos varios (Crain, 1977).

Es s6lo en los filtimos 10 a 12 afios que se han obtenido regis--
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i )
EFECTO TEJIDO DOSIS TIEMPO REFERENCIA.
'12.- Potencia el efecto Ganglio cervical 5x1070M 24-48 hr, Otten y Thoenen, 1976,
" del FCN sobre la superior, cultivo.
actividad de la tiro
xina hidroxilasa.
.13.-"Incrementa la activi Bninencia media, 0.3 mg/Kg/dia, 7 dias. Kizer,y cols., 1974,

dad de la tiroxina in vivo.
I hidroxilasa.
' 14,- Induce l1a PNMT®, Hipotdlamo y medula img /Kg/dia, 7-13 dfas. Moore y Phillipson, 1975,
15.- rementa 10s nive- Cuerpo carotideo, ime /Kg/dia. 10 dias. Hellstrom y Koslow, 1976,

" - 4les de noradrenalina

in vivo.

-14-
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ABREVIATURAS:

* FLC, factor liberador de corticotropina;
ATP,OZ, relacién ATP generado por oxigeno

usado; GPMI, glicerol fosfato deshidrogena
sa; DBil, dopamine B hidroxilasa; PNMT, fe-
nil etanolamina N metil transferasa.




tros eléctricos de cultivos de células disociadas, lo que ha signifi-
cado un avance en el estudio de las propiedades electrofisiolégicas,
ya que las células de 1as que se registran se pueden observar directa
mente, se tiene un mejor control de las condiciones experimentales de
bido a la "pureza" del cultivo, se puede afiadir o quitar sustancias
de las que interese conocer su accidn, etc. Ha sido con esta clase--
de cultivos que, por medio de registros intracelulares, se ha llegado
a conocer el grado de desarrollo funcional de las neuronas, la influ-
encia que ejercen las células satélites sobre ellas, y la capacidad--
que tienen para establecer sinapsis en condiciones de cultivo.

Resulta entonces evidente que las c&lulas nerviosas que crecen en
cultive proporcionan grandes ventajas para investigar algunos proble-
mas fundamentales en neurcbiologia. Sin embargo, a pesar de estas --
ventajas se plantea una pregunta fundamental: iqué relaci6n existe en
tre las neuronas que se desarrollan en medios de cultivo y las neuro-
nas de los organismos vivos?. Es dificil responder en forma adecuada,
aun cuando muchos autores han tratado de hacerlo con datos que avalan
hechos tan significativos como el que las neurcnas en cultivo son ca-
paces de diferenciarse hasta alcanzar un estado funcional comparable
al de las células nerviosas de un organismo vivo.

Se considera que las caracteristicas de esas respuestas eléctri-
cas y su capacidad de establecer sinapsis funcionales con otras neuro
nas u otros tejidos son iguales que las de las neurcnas de los orga -
nismos Iintegros.

Asi entonces, en este estudio se utilizaron las ventajas que ---
ofrecen los cultivos de neuronas embrionarias para analizar la parti-
cipacidn de los corticoides en el desarrollo de las propiedades eléc-
tricas de aquéllas,

Los antecedentes a este trabajo mids importantes se han obtenido
de tres grandes grupos de trabajos: los que se han desarrollado en cé
lulas musculares cardiacas, los obtenidos en células musculares esque
18ticas y los que se han realizado en células nerviosas de diverso ti

po.
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Entre los trabajos realizados con células musculares cardiacas -
destacan los de Speralakis y su grupo (1964, 1965, 1968, 1969, 1972,
1978) quienes durante varios afios se han dedicado a analizar el desa-
rrollo de las propiedades eléctricas pasivas y activas de células car
diacas de embri6n de pollo registradas in situ o in vitro. las princi
pales observaciones de estos trabajos se pueden resumir diciendo que
las células de corazones jovenes de 2 a 4 dfas de edad, tienen un po-
" tencial de membrana en reposo (PM) bajo (alrededor de los -4 mV) adn
cuando la concentracidn interna de potasio ( K" ;) sea casi tan eleva
da como la de las células adultas. Esto fue interpretado por los auto

res en el sentido de que estos bajos valores en el PM de las células

jovenes obedecen a una baja permeabilidad al potasio durante los pri-
meros dfas, la que va en aumento en paralelo con el desarrollo y la -
diferenciacién celular y en particular con el desarrollo de la activi
dad de la ATPasa dependiente del sodio y del potasio. Los potenciales
de accibn registrados de las células cardiacas embrionarias jévenes -

tienen una fase de despolarizacién lenta (10-20 V/s), que depende fun
damentalmente del sodio y no se ve afectada por la tetrodotoxina (TTX)
estos potenciales de accién son bloqueados por el verapamil pero no -
por el manganeso, aun cuando este ion bloquea la contraccién muscular
probablemente por el bloqueo de las corrientes de calcio durante el -
potencial de accién. Cuando las células tienen 5 dias de edad, se com
prueba que la velocidad de la fase de despolarizacién del potencial -
de accién ha aumentado a 50-8- V/s, empiezan a ser sensibles a la TTX
lo que se pone de manifiesto porque su aplicacién reduce dicha veloci
dad a cerca de 20 V/s. Estos hechos fueron interpretados por los auto
res en el sentido de que durante esta etapa del desarrollo coexisten

los canales lentos y rdpidos de sodio, Hacia el octavo dia, la accifn
de la TTX suprime por completo los potenciales de accidn, o lo que es
lo mismo, sblo quedan canales ripidos de sodio. Si los registros se -
efectuaban de 6érganos cultivados desde antes de que se llevara a cabo
la inervacifn, no se observaron manifestaciones eléctricas atribui- -
bles a la activacién de los canales rdpidos, a menos que se les afla-
diera una fraccitn obtenida de corazones adultos y enriquecida con --
ARN mensajero; al afladir cicloheximida, se bloqueaba de nuevo la in-
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duccién de potenciales de accidn, lo que sugiere que el comportamien
to eléctrico de la célula depende de la produccidn de proteinas mem-
branales especificas. Algo semejante fue observado con las células -
disociadas en cultivo de miocarcio, asi como a los cambios de sensi-
bilidad a la aplicacién de corrientes despolarizantes y la dependen-
cia idnica de los potenciales de accifn que muestran estas mismas cé
lulas durante su desarrollo.

Por su parte, De Haan (1967, 1970) y De ‘Haan y Fozzard (1975) -
encontraron que durante el desarrollo de células embrionarias de mis
cular cardiaco de pollo, aumenta sus sensibilidad al potasio, ya que
mientras que los cultives de 2 dias no muestran diferencias de compor
tamiento a concentraciones altas de potasio, los de 4 a 7 dias emnie-
zan a presentar inhibicién ante esta misma situacién experimental, -
hasta que la accidn bloqueadora dek potasio se manifiesta plenamente
en células de 7 6 mis dias.

Analizando la ontogénesis de los flujos de sodio v de potasio -
en células musculares cardiacas de embrién de pollo, Klein (1960) de
mostré que en auriculas y ventriculos, el potasio aumenta en forma -
gradual hasta alcanzar una meseta en el décimo tercer dia de desarro
1lo y disminuye mds tarde hasta que llega el momento de la eclosién.
El sodio del miocardio es muy elevado durante el segundo dia y dismi
nuye bruscamente hacia el séptimo dia y lentamente desde este momen-
to hasta la eclosifn. En realidad lo que este autor encontrd fue que
en el desarrollo embrionario se da una serie de cambios complejos e
interrrelacionados de los flujos de sedio y potasio, lo aue se corre

~~laciona en forma directa con la serie de modificaciones enzimiticas
y eléctricas que se presentan durante el mismo periodo,

En células musculares esqueléticas en desarrollo, se ha analiza
do también un gran nfimero de proniedades eléctricas activas y pasi-
vas. Asi, por ejemplo, Boethius y Knutsson (1970) registraron el M
de células musculares de embriones incubados in situ v encontraron -
que el PM se ncrementa en forma progresiva desde el tercero hasta el
décimo noveno dia in ovo y desde el primero hasta el quinto dia ex o-
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vo. Los autores correlacionaron estos cambios con los procesos de di-

ferenciacién de miotubo a miccito,

Utilizando 1ineas clonales de células musculares esqueléticas de
rata, Kidokoro (1973, 1975) estudié el desarrollo de las propiedades
eléctricas pasivas y activas en mioblastos y en miotubos multinuclea-
dos. Encontrd que el PM se mantiene dentro de valores relativamente -
constantes durante elperiodo examinado, pero cue los valores de la re
sistencia y de la capacitancia de la membrana cambiaron ostené:ihleneg
te de la etapa de mioblastos a la de miotubos. También propuso que la
capacidad para que las respuestas eléctricas muestren una fase de in-
versién, se adquiere hasta el momento en cue se forman los miotubos y.
que los iones implicados en las corrientes eléctricas generadas son -
el sodio y el calcio. Kano (1975) sugiri6 que los mecanismos electro-
génicos de los misculos maduran durante el desarrollo v aque primero -
es inducido el mecanismo que genera la meseta y posteriomente el res
ponsable de la espiga del potencial de acci6n. Spector v Prives (1977)
hicieron un trabajo en el que estudiaron el desarrollo de las propie- -
dades electrofisiolSgicas y bioquimicas durante la diferenciacién del
misculo esquelético embrionario de pollo en cultivo. Encontraron que
1a maduracién electrofisiolégica de la membrana se regula en forma au
ténoma sin intervencién del sistema nervioso y que depende de la bio-
sintesis coordinada de componentes discretos de la membrana y su orga
nizaci6n subsecuente en la membrana del miotubo. Engelhardt y cols.,
(1980) encontraron que el PM de mioblastos cultivados de embrién de -
pollo depende en buena medida de la concentracidn de potasio del medio
de cultivo y de la edad de las células. En el mismo tipo de células, -
Sampson y cols., (1982) y Bannett y cols., (1984) estudiaron los efec
tos de las homonas tiroideas sobre el desarrollo del PM y de la capa
cidad de generaci6n espontinea de potenciales de acci6n en cultivos -
celulares de misculo esquelético de fetos de rata. Los autores propu-
sieron que €l PM y la frecuencia de disparo de las células se incremen
tan a lo largo del desarrollo y por la accién de la tiroxina.
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En el dltimo tipo de trabajo considerado en esta parte de la in-
troduccidn, se incluye gran némero de estudios que han pretendido co-
nocer la formo cémo se instalan los procesos responsables de la apari
cibn y persistencia de las propiedades bioeléctricas pasivas y acti-
vas de las neuronas en desarroilo, Se han utilizado toda clase de pre
paraciones: embriones, érganos y tejidos cultivados, células disocia-
das y lineas celulares en cultivo, En todos los casos se ha puesto de
manifiesto una modificacién progresiva de los parémetros indicativos
de 1a actividad eléctrica, Asi, por ejemplo, en dos revisiones hechas
por Crain en 1966 y 1968 se planteS entre otros hechos importantes, -
la posibilidad que tienen los explantes de médula espinal embrionaria
de organizar redes sindpticas funcionales in vitro, de tal manera que
los ganglios de las raices dorsales se comunican con las neuronas me-
dulares; los axones de éstas, a su vez, se extienden hacia el tejido
muscular adyacente y establecen una verdadera transmisi6n neuromuscu-
lar con é1. En apoyo del desarrollo de la actividad bioeléctrica en -
este sistema, estan los registros de potenciales sindpticos vy poten--
ciales de accién musculares, obtenidos por el autor,

Un proceso similar de diferenciacién se lleva a cabo en los cul-
tivos de corteza cerebral de ratones neonatos. la sensibilidad a los
farmacos de los cultivos de explantes cerebrales de animales neonatos
es comparable a la de los tejidos de animales adultos, hecho que apo-
ya el que los procesos biceléctricos y en general las propiedades or-
ganotipicas de los 6rganos en cultivo se desarrollan de tal manera -
que la utilizacién de estos modelos experimentales no sélo es adecua-
da sino sumamente prometedora. Determinaciones de los potenciales de
membrana en reposos y de los potenciales de accién hechas también por
Crain (1956) en cultivos de ganglios espinales de embriones de pollo,
probaron que las células en cultivo retienen, en esencia, las mismas

caracteristicas bioeléctricas de las neirronas de los organismos vivos: .

los valores de M alcanzados por las células cultivada fueron de -80
a -95 mV; las espigas registradas tuvieron una duracién de 0.2 a 0.4
ms en la fase de ascenso y de 2 a 3 ms en la fase de descenso; la am-
plitud de la fase de inversién de las espigas fue de 30 a 40 mV; con
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frecuencia las espigas se veian precedidas de un prepotencial lento y
seguidas de una hiperpolarizacién también lenta; comprobd el autor la
existencia de un periodo refractario, etc. Dichter y Fischbach (1977),
encontraron que los potenciales de accién de las neuronas disociadas
y mantenidas en cultivos procedentes de ganglios dorsales de embrio-
nes de pollo, dependen en forma importante de las corrientes entran-
tes de sodio y de calcio al soma activo; de hecho, proponen la pérti-
cipacién del ion calcio en la generacién de los potenciales de accién
ya que las espigas persisten en una solucidn libre de sodio o a la --
que se afiadido TTX y que su amplitud depende de la concentracién ex-
terna de calcio siendo abolidad por la presencia de cobalto extracelu
- lar; en apoyo de la participacién del sodio en el mismo proceso, en-
contraron que hay espigas en ausencia de calcio externo y en presen-
cia de cobalto; cuando se elimina al cobalto y se deja al calcio, la
amplitud de las espigas es funcidn de la concentracifn externa de so-
dio y desaparecen en presencia de TTX, Al registrar los potenciales -
de accidn de las fibras sensoriales encontraron que a diferencia de -
lo que se observa en los potenciaies de 1a regién activa del soma, a-
quéllos no dependen del calcio y desaparecen por accién de 1a TTX. Es
tos hechos fueron interpretados por los autores como la manifestacién
de que durante ciertas etapas del desarrollo neuronal coexisten dos -
procesos diferentes en la generacién de las espigas, de los cuales sd
lo uno persiste en el estado adulto, ya que en este estado los poten-
ciales de accifn parecen depender bisicamente del sodio.

Trabajando en células del tipo Rohn-Beard de la médula espinal -
de larvas de Xenopus, Baccaglini y Spitzer (1977) demostraron que la
excitabilidad neuronal se desarrolla paulatinamente,. como lo prueba -
el hecho de que es hasta el estadio 18 que las células presentan pot-
tenciales de accifn, los que no se observan antes de etapa aun cuando
se inyecten corrientes despolarizantes. Inicialmente el potencial de
accién depende de una corriente de calcio, como se desprende del he-
cho de que se bloquea por la adicifin al medio de lantano, cobalto o
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manganeso, mientras que no es afectado por la TIX o la eliminacién del T
sodio extracelular. Posteriormente (estadios 25 a 40) el potencial de
accifn tienen dos componentes, una espiga inicial dependiente del so-
dio y una meseta, que depende del calcio. En los Gltimos estadios (40-
51), sblo el sodio participa en la generacién del potencial de accién.
Los mismos autores encontraron que durante el desarrollo neuronal se
producen cambios en la resistencia de entrada y en la duracién del po
tencial de accién.

Estudios electrofisioldgicos de cultives de neuronas disociadas
de médula espinal y de ganglios dorsales en ratones fetales (Peacock
y cols., 1973) y en embriones de pollo (Chalazonitis y cols., 1974;
Varen y Rainborn, 1971) han puesto de manifiesto que, paralelamente -
al desarrollo estructural de las neurcnas, se lleva a cabo el desarro
1lo de sus propiedades bioeléctricas; al estudiar los cultivos proce-
dentes de células de fetos de ratSn se encontré que slo cuando éstas
tienen de 11 a 14 dias de edad se pueden obtener cultivos viables en
los que es posible registrar potenciales de accidn esponténeos y pro-
vocados y potenciales sindpticos. En los cultivos de células de embri -
6n de pollo, los autores encontraron que la madurez eléctrica de neu-
ronas se alcanza por lo general entre los dias 8 y 10 y sélo ocacio-
nalmente desde el tercer dia de edad. Se propone que durante el desa-
rrollo neural van aparéciendo diferentes zonas electrogénicas que se
localizan en distintas porciones celulares y aue disparan los proce-
sos membranales responsables de la respuesta celular, ses(n una see=c
cuencia bien definida. Con el analisis de registros intracelulares -
obtenidos también de neuronas en cultivo de embrién de pollo, se com
prob6 que las propiedades eléctricas pasivas y activas, tienen carac
terfsticas comparables a las de las células adultas.

Por @ltimo, en cultivos de lineas celulares neurales como, por
ejempio, las de neuroblastomas humanos, se ha propuesto (Kuramoto y
cols., 1981; Nelson y cols., 1971) que los valores de los parametros
‘bioeléctricos medidos (potencial de membrana, resistencia especifica
y. capacitancia especifica de la membrana) son similares a los de las
‘neuronas simpiticas de preparaciones intactas. Al aplicarles a estas
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células estimulos eléctricos, se encontrd que el 79% de las células
clonales es capaz de disparar potenciales de accifn en comparacién -
al 94% de las células no clonales que mostraron esta capacidad; des-
carga repetitiva de potenciales de accidén sdlo la tienen el 2% de las
células clonales y el 23% de las no clonales. La tetrodotoxina blo--
quea los potenciales de accién de las células clonales como sucede -
con casi todos los tipos de células neuronales maduros; al aplicar -
veratridina, se comprobd que se incrementa el influjo de 22Na. Los -
estudios morfol6gicos pusieron de manifiesto que hay una estrecha co
rrelacion entre ellos y la capacidad de generacién de potenciales de
accidn de las células de neuroblastomas humanos. De hecho, presentan
un fenotipo segfin el cual se ha podido correlacionar la capacidad de
disparo con la formacién de procesos celulares y con la sintesis de
enzimas relacionadas con el tipo de neurotransmisor que los caracte-
rice (Nelson, 1977). '

También en células clonales se ha podido estudiar el estableci-
miento de sinapsis colinérgicas funcionales. En células de neuroblas
toma se puede encontrar acumulacidn de acetilcolina asi como vesicu-
las del tipo que se ha asociado con las teminaciones colinérgicas -
(Daniels y Hamprecht, 1974),

Las c€lulas de neuroblastoma de raton (Miyake, 1978) han sido -
estudiadas estructural y funcionalmente; de estos estudios deriva una
clasificacién en la que aparecen 3 estadios bien diferenciados: en el
primero de ellos las células no muestran diferenciacién evidente y -
son capaces de dividirse en forma considerable durante 20 6 mis gene-
raciones; su potencial de membrana es muy dificil de medir ya que el
pequefio tamafio de 1as células hace que cuando éstas son penetradas el
valor de potencial 1llegue rdpidamente a cero; sin embargo, se calcula
que tiene un valor cercano a -20 mV; se observa que la membrana tiene
una baja permeabilidad al potasio, tienen respuestas pasivas a la a-
plicacion de corrientes despollarizantes y mis atin, pequeiias espigas -
suelen aparecer sobrepuestas a 1a inflexi6n que genera la aplicacidn
de corriente; estas espigas dependen del calcio como se desprende del
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hecho de que persisten en un medio libre de sodio y son blogueadas en
un medio que contiene cobalto. En el segundo estadio de desarrollo, -
se comprueba el incremento de todas estas propiedades biceléctricas -
acompafiado de un aumento en el tamafio del soma neuronal el cual alcan
za las 40 a 60 micras. Hay wna disminucién en la relaci6n de permeabi
lidad PNa/P , de la membrana. Aparece un componente del potencial de
accidn insensible al cobalto y susceptible de desaparecer por la tetro
dotoxina; la relacidn entre corriente aplicada y cambios de voltaje -
de la membrana, muestran por primera ocacibén rectificacién. S6lo las
células de neuroblastoma de ratén que llegan al tercer estadio de la
clasificaci6én (estadio de desarrollo total) muestran potenciales de -
accién perfectamente comformados y vomparables a los de las células -
de organismos adultos, Ms afin, muestran dos clases de potenciales de
accién (Tipos I y II} uno que depende del sodio y otro que depende --
del calcio. Estos dos tipos de potencial de accién también se han ob-
servado en células neuronales de cultivos primarios de gangios dorsa-
-les (Tipo I) o de médula espinal (Tipo II) de ratén o de pollo, Sélo
cabe afladir que 1a revisidén de Spector (1981) sobre el desarrollo de
las propiedades bioeléctricas en lineas clonales, ha puesto de mani-
fiesto que, en términos generales, estas células sufren un proceso de
diferenciacién estructural y funcional en el que se basa la capacidad
que muestran de generar, en forma espontdnea o provocada, potenciales
de accifn semejantes en sus caracterfsticas, a los de cualquier tipo
de célula neuronal in situ.

IV.- Hipbtesis de Trabajo.

Si las células neurales en cultivo de embrién de pollo se dife-
rencian de manera progresiva estructural y funcionalmente, entonces
los parimetros biceléctricos escogidos para determinar el funciona-
miento celular (potencial de membrama, resistencia, capacitancia y -
constante de tiempo), cambiaran en forma progresiva, durante las di-
ferentes etapas del desarrollo.
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Si los glucocorticoides inducen la maduraci6n de las células neu
rales por medio de la induccidn enzimitica especifica, esntonces su -
aplicacién al medio de cultivo de las células neurales en desarrollo
acelerari la aparicién y favoreceri la persistencia de las propieda-
des bioeléctricas dependientes de las enzimas inducidas, en compara-
¢i6n con las neuronas control.

Para demostrar la primera hipStesis serealizaron registros median
te electrodos intracelulares, de algunos parimetros eléctricos de las
neuronas control de embridén de pollo, a los 3, 6, 9 y 12 dias de cul-
tivo. Para someter a prueba la segunda hip6tesis se registraron los -
mismos pardmetros en los mismos periodos, de neuronas cultivadas de -
embri6n de pollo a las que previamente se les aplicd una dosis Gnica
de corticosterona.



MATERIAL Y METODGS.

I)- Cultivo Celular.

El cultivo celular se obtuvo a partir de células nerviosas diso-
ciadas de embriones de pollo de siete dias de desarrollo. Los embrio-
nes fueron disecados en condiciones de asepsia bajo una campana de --
flujo laminar para cultivo de tejidos; con ayuda de una pinza se ex-
trajeron el 16bulo 6ptico y el telencéfalo, los cuales se colocaron -
dentro de una caja de petri con solucién salina balanceada virtualmen
te libre de CaCI2 y de b&Clz. lo que ayudd a debilitar las uniones ce
lulares. \La liberacién de las cubiertas meningeas se realizé por méto
dos gecénicos y enzimiticos. Los primeros se llevaron a cabo con la a-
yuda de un microscopio estereoscdpico bajo el cual se extrajo la mayor
cantidad posible de tejido. Mis tarde, las estructuras restantes fue-
ron colocadas durante 10 minutos, en una solucién de tripsina al 0.25%
con solucifn salina balanceada virtualmente libre de calcio y magnesio
y a 37°C, a fin de que el proceso de la liberacién de las meninges ter
minara por medios enzimdticos.

N El tejido fue lavado con solucidn Mem Eagle (GIPCO) + 15% de sue-

ro bovino fetal (GIPCO)} (pHe=7.4 y 37°C) y colocado en los tubos de en-

A

saye en una proporcién de 0.1 ml de tejido por 1 ml de solucin. Se ob

tuvo la disociacién celular por medios mecdnicos a través del paso len
to y sucesivo por pipetas Pasteur de calibre decreciente, hasta obte-
ner una suspensién celular. La suspensién se cuantificé en una ciimara
cuentaglébulos y al mismo tiempo se determind la viabilidad celular me
diante el método de exclusidn del colorante nigrosina.

Con una micropipeta se tomaron 100 u1 de 1a suspensién y se hizo
la siembra de las células en cajas de petri de plistico especiales pa
ra cultivo. Previamente las cajas fueron recubiertas con poli-L-lisi-
na, para favorecer el crecimiento neural e inhibir el crecimiento gli
al. Fueron agregados 2.5 ml del medio de cultivo, el cual consistié -
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de Eagle Basal Medium (GIPCO) mds glucosa al 4% y suero bovino fetal
al 15%. La incubacidn se realizé a 37°C en un ambiente gaseoso com-
puesto de una mezcla de aite (95%) y de CO2 (5%) a 1 atmdsfera de -
presisn.

Dia con dia se siguid, con la ayuda de un microscopio invertido,
la evolucidn del cultivo. A 24 horas de iniciado el cultivo, a la mi-
tad de las cajas se les agregb una dosis Gnica de 2 pg/ml de corticos
terona (SIGMA) y se continud con 1a incubacién cambiando el medio de
cultivo cada tercer dia.

II)- Registros electrofisiolégicos.

Para realizar las deteminaciones electrofisiolfgicas escogidas
(potencial de membrana, potenciales electrotfnicos) se tomaron mues-
tras del cultivo a partir de las 72 horas. No fue posible hacer deter
minaciones antes de esa edad debido a que las células todavia son su-
mamente pequefias y 1dbiles lo que que hace casi imposible obtener una
penetracién del microelectrodo sin lesionar la célula,

Las cajas de cultivo se colocaron sobre la platina de un micros-
copio invertido (American Optical, Biostar) por medio del cual se ob-
servé la posicidn exacta del electrodo (figura 2). El electrodo con--
sistid de una micropipeta de vidrio llena con KC1 3, punta menor de
0.5 ym y resistencia ohmica de 10 a 20 M2, el cual se introdujo a las
células con 1a ayuda de un micromanipulador (Prior). la pipeta se co-
nectd a un circuito formado por un electrémetro capacitivo (WPI, M -
701) y un osciloscopio (Tektronix, 513 A), frente al cual se enfoc6
una cfmra quimogrifica (Grass, C-4). El electrémetro a su vez se co-
nect6 a un estimulador de pulsos cuadrados (Grass, S 4C) y a otro ca
nal del osciloscopio. El arreglo de los aparatos se muestra en la fi
gura 2.

Con este mismo dispositivo se midi6 el efecto de inyectar a las
células cultivadas corrientes despolarizantes e hiperpolarizantes, va
que la conexién de la micropipeta con el dispositivo permiti6 utili-
zar el mismo electrodo para aplicar los pulsos de corriente y regis-
trar la respuesta provocada.
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UNIDAD DE AISLAMIENTO \
PREAMPLIFICADOR o
ALTA WMPEDANCIA ‘—I R
M —=
8 "
ESTIMULADOR
MICROMANIPUL ADOR

Eﬁ———T

MICROSCOPIO DE INVERSION v

Figura 2.- Dispositivo emnleado para medir algunas de las nropieda-
des electrofisiolfgicas de las células neurales de em- -
bridn de pollo en cultivo. ORC-osciloscopio de rayos ca-.
tddicos. :

* Electrémetro capacitivo con pase de ccrriente.
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I11)- Cambios en la concentracién de potasio
externo ( | K* L ).

Para observar el efecto de variar la |K+|e sobre el potencial de
membrana de las células en cultivo, se utilizaron diversas soluciones
de prueba en las que se mantuvieron siempre constantes la osmolaridad
y el pH, Los experimentos se iniciaron con las células colocadas en -
5 ml de solucién balanceada nommal de Hanks (Hanks, 1939) con glucosa
(5.4 mM de KC1), con pH de 7.2 y a una temperatura de 37°C. En estas
condiciones se registraron las correspondientes medidas electrofisio-
16gicas después de lo cual se procedié a cambiar la solucibn normal -
por la solucién problema, es decir por una solucién en la que la |K’|e
varid des?e 1.4 hasta 100 mM de KC1.

Los ajustes de la osmolaridad se hicieron a expensas de cambiar
las cantidades de NaCl de la solucidn (tabla 1I). En cada solucidn se
midieron los distintos pardmetros biceléctricos.

el (ad 1y natl (g/1)

s LA el e K7 Ul 16,2}
san 2,7 ad de &7 0.2 16,10
g aed e Geon| (V) 16,0
S e e ! 0.8 15,60
Cra Dt ode i 20 1300

s 100t e R T 10,50

Tabla II.- Soluciones de Hanks con diferentes IK+ k.
Todos los demas elementos se mantuviero
iguales con respecto a los de la soluridn
normal, sAlo sc varid el KC1 a exmensas -
de las cantidades corresnondientes de NaCl,
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IV) - Medidas estructurales.

El desarrollo estructural de las neuronas controles y experimen-
tales en cultivo fue seguido durante los 12 dfas viables por medio de
microfotografias que se tomaron a los 3, 6, 9 y 12 dias de edad de las
células, Se midié el didmetro del soma a partir del cual se calculd -
la superficie celular, suponiendo que el cuerpo neuronal tiene la for
ma de una hemiesfera.

Las detemminaciones se hicieron en células normales y con corti-
coides y los correspondientes promedios fueron utilizados para calcu-
lar algunos pardmetros bioeléctricos, como son la resistencia de la -
membrana y la capacitancia especifica.

V)- Anilisis de los datos.

Debido a la gran variabilidad que hay entre las células, las me-
didas eléctricas y estructurales fueron sometidas a las pruebas esta-
disticas de tendencia central habituales (promedios v errores estan-
darj.

El cdlculo de la superficie celular se hizo utilizando la expre-
sién: S = 3ﬂr2, donde S es 1a superficie y T el radio.

Al relacicnar los valores de PM con la |K+| se observd que el -

sistema sigue aproximadamente la relacidn propuesta por Nernst - - -
(M =60 log -iK+e— } en umu regidén de la curva, La aplicacidn de -

la ecuacién de Goldman ( MM = 60 log Kle P /v N;;‘}t‘) permitid
Na"*K

determinar los posibles cambios de las penneabllldades al sodio y al
potasio (PNa/PK) de las células tratadas o no con corticoides durante
el desarrollo.

Los potenciales electrotdnicos generados por las neuronas se re-
lacionaron con los valores de las corrientes despolarizantes e hiper-
polarizantes que los provocaron, De 1a relacidn intensidad-voltaje -
asi obtenida, se calculs la resistencia de entrada (Re)' La capaci-
tancia y. 1a constante de tiempo de la membrana se calcularon una vez
que se conocid la superficie celular. Todos los cilcuios fueron he-

chos en una computadora (PDP-11).
-30-
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RESULTADOS.

I)- PROPIEDADES ELECTRICAS PASIVAS.

1- Potencial de membrana.

El potencial de membrana (PM) registrado en las neuronas de em-
brién de pollo cultivadas, aumenta en forma progresiva durante el de-
sarrollo de las células. Asi, hacia el tercer dia el valor promedio -
del PM de las neuronas del grupo control fue de -14.9 ts.omv (n=40)
y alcanza el valor de -76.5 Ys.omv (n=15) el décimo segundo dia de
cultivo (figura 3). El incremento del PM no es uniforme y la mayor di
ferencia se presenta entre el tercero y el sexto dia (T' = 10.87, p<
0.05). Para el noveno dia de cultivo las células han alcanzado el va-
lor.miximo de PM el cual se mantiene sin diferencias apreciables has-
ta el décimo segundo dia (T' = 0.27, p<0,05). Esto se manifiesta co-
mo una meseta en la curva en la que se relaciona el potencial de mem-
brana (mV) con los dias del cultivo (figura 3).

Las neuronas tratadas previamente con corticosterona muestran un.

comportamiento similar al descrito para las neuronas control. Sin em-
bargo, hay diferencias entre los dos grupos de células, las cuales se

manifiestan en un incremento mis acelerado del PM en las células tra-,

tadas que hace que éstas alcancen,antes que las células del grupo con
trol, los valores finales del PM (figura 3).
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PM(mV)
=80 1

-60 1

-40 4

«20 4

5

w 4

3 6 2

DlAS

Figura 3.- Cambios en el potencial de membrana durante el

desarrollo, En esta grifica se muestra el cam-
bio de PM (ordenadas) durante los 12 dias (abs
¢isas) en los que solian ser viables las cé€lu-
las neurales en cultivo colocadas en condicio-
nes control (circulos blancos) y con una apli-
cacién previa de corticosterona (¢irculos ne-
gros). NGtese que el cambio de pendiente mis -
abrupto en el potencial de membrana se presen-,
ta, entre el tercero y sexto dias de cultivo -
para ambos grupos neuronales, s6lo aue durante
ese mismo perfodo, los valores alcanzados por
las células tratadas son significativamente ma
yores que en las c&lulas control.

1
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La tabla III se construyd con base en los datos de la figura 4.
La pendiente (mV/década) se calculd por medio de la regresi6n simple
obtenida a partir de los valores de PM que se obtienen de los valores
de |K+|e comprendidos entre 10 y 100 mM, se extrapold el valor de la
|K"’|.1 que cor:esponde al punto donde la linea recta intercepta con el
eje de 1a |K lg ¥ se calculd el valor del potencial de equilibrio -
del potasio (E) segln la ecuacién de Nernst, empleando el valor de -
la |K+|i extrapolada para cada edad y el de una |K+le= 5.4 mM. La -
PNa/PK se calcula de acuerdo con la ecuacitn de Coldman.

En la‘tabla 111 se observa que los valores de la \K+li y del -
EK no cambian marcadamente en las células control durante los 12 dias

de cultivo pero si se muestra, durante este periodo, una marcada dis
minucién de la relacin pNa/pK' la cual tiene valores de 0.61 a los
3 dfas de cultivo v de 0.026 a los 12 dfas.
) CONTROL

EDAD , . 2 .t - R
X nt:;iéz de m Pendient xt| r{\ Ijla E, PNa/ Py
(dias) (V) (mV/década)% ,aﬁo (V)
i
3 0 2149t s.d -10.74 152.2 -105.1 0,62
6 37 -49,0 2 4. d -28.66 136.G -102.1 0.12
9 26 -73,5 X 6.4 -56.13 109.4 -96.5 0.026
12 10 -76.5 15,4 -63.66 124,1 -99,7 0.026
Tabla 111.- Tabla en la cue se resumen los valores del —otenciul de membrana

(M), la rendiente (mV/década), 1

<io K

relacién’de permesbilidades al sodio v al notasio [Ny /Fy

lulas erbrionarins en cultivo de 5 a 12 dias de edad.

a concentracién interna de nota-

L' (741, el notencial de ecuilibrio del rotasio Wgnqu
de ¢#

/




2- Potencial de Membrana y JK+ | e

Las curvas de la figura 4 muestran los valores de PM (mV) regis
trados de neuronas control de embrién de pollo colocadas en diferen-
tes concentraciones de potasio, [K'| o @MV) y a diferentes edades del
cultivo (3, 6, 9 y 12 dias).

Las curvas sobrepuestas a los puntos experimentales fueron cal-
culadas por medio de la ecuacidn de Goldman considerando una relaci-
6n de permeabilidades para el sodio y el potasio (P /P ) de 0,50, -
¢.10, 0.03 y 0,02 para los 3, 6, 9 y 12 dias respect1vamente y uwna -
concentracién interna de potasio lK*|i igual a 150 mM. La 1fnea rec-
ta que atravieza una regién de la grifica corresponde a la relacién
entre el PM y la 'y ‘ seglin 12 ecuacién de Nernst y tiene una pen-
diente igual a -60 mV por década de cambio en Ix* l La escala del -

'eJe de 12 IK*l e € logaritmica.
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PMImV)
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¢ 301a8
8 ¢Dias
0 SDAs
O 120A8

-201

14 . 27 54 108 40 i00 180
(k*Jetmmy

Figura 4.- Relacidn entre el notencial de membrgna (crdenadas)iy la
concentraci6n externa de potasio |K' | _ (abscisas) de cé-
lulas neurales de embrién de pollo colScadas en un medio
de cultivo control. Las curvas sobrepuestas a los puntos
experimentales fueron calcuiadas por medio de la ecuacién
de Goldman para cada valor de K| . Los demas valores -
fueron: |K'|;=150 mM; [Na |;=30 mfly [Na'| =150 mM. La
linea recta qﬁe atraviesa una regién de la grgfica corres
nge a la relacién entre el potencial de membrana y la -

] e calculada a partir de la ecuacidn de Nernst,
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La griafica S y la tabla IV corresponden a los datos obtenidos de
células tratadas con corticoides y se construyeron de manera similar
a como se hizo con la gréfica 4 y la tabla III respectivamente. Los -
datos muestran que en las neuronas con una aplicacién Gnica de hormo-
nas, no existen diferencias notorias durante el desarrollo ni en la -
IK‘Ii ni en el E,. Se encontr6 en cambio, una menor disminucién de.la
relacién pNa/PK durante los doce dias de cultivo ya que a los 3 dias
tuvo un valor de 0.42 y 1legb a ser de 0.03 a los 12 dias.

CORTICOIDES

PMimv)
-80

-40 4

-20 1

4 27 54 108 40 100 150
[k*]oimm .

" Figura 5,- Las curvas que se muestran en esta figura son comparables en
todo a las aue se muestran en la figura 4. sélo aue corres-
ponden 3 neufonas que recibieron una dosis Gnica de 2 pe/ml
de corticosterona durante las primeras veinticuatro horas del
cultivo. Nétese que a los 6 dias, presentan, a bajas concen-
traciones externas de potasio, valores de P mis préximos al
potencial de equilibrio que las células control.
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Al comparar las tablas III y IV se ponen de manifiesto los sigu-
guientes hechos: a)- las diferencias de valores en el PM, |K+|i, 1a
pendiente y la pNa/pK’ que muestran las células tratadas con corticoi
des con respecto a las control, se manifiestan durante la edad de 3 y
6 dfas; a partir del noveno y hasta el décimo segundo dia, los valo- -
res de estos pardmetros en ambos grupos celulares tienden a igualarse;
b)- no hay diferencias significativas durante el desarrollo entre los
valores de la EK ni en las células control ni en las exnerimentales -
ni entre éstos y aquéllos a cualquier edad; c)- la [K+|i muestra una
tendencia a la reduccién mids marcada hacia el noveno dia en las célu-
las control y al sexto dfa en las experimentales; entre ambos grupos
no parece haber diferencias importantes en este pardmetro.

CORTICOIDES
EDAD ﬁ&rlem de 1 Pendiente F li‘(+li dA Eg P Na/ Py
(dlas) datos (V) (mV/década) Xtr?%% (mv)
3 38 }32.8 Ps.0] -10.43 168.1 -107.6 0.42
6 15 58,5 % g.0] -34.75 116.5 -98,3 0.09
9 10 L74,5 £ 7,51 —47.08 125,5 -100.0 0.03
12 6 L72.6 £ 5.0] -60.98 115.7 -97,9 0.03

Tabla IV.- Tabla en la cue se resumen los valores del notencial de membrana
(1M, }a rendiente (mi/década), ia concentracién interna de rota-
sio [K [, (M7, el rotencinl de eauilihrio del rotasio (E.) v la

relacién de permeabilidades al sodio v al notasio (P./P. T dec cé-

lulas embrionorias en cultivo de 3 a 12 dias de edad,”1a8 cue rre
viamente tuvieron una anlicacién de corticosterona.
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3- Relaciones corriente-voltaje.

Las figuras 6, 7, 8, 9, 10 y 11 muestran los datos experimenta-
les obtenidos al medir el cambio del potencial de membrana, es decir,
el potencial electrotdnico provocado (mV) en las células, por la apli
cacion de pulsos de corriente de intensidad (nA) despolarizante o hi-
perpolarizante conocidas a las edades de 3, 6 y 9 dias respectivamen-
te para los dos grupos trabajados. Las lineas rectas trazadas sobre
los puntos de cada griifica fueron calculados por medio de una regre-
si6n simple empleando| los datos experimentales de cada caso. '

CONTROL(3dios)
avimy)

L -20 l{nA)
L - 40
+ - 60

- 80

~- 100

Figura 6.- Relacién entre las corrientes despolarizante e hiperpolarizan
e aplicadas |y el cambio de potencial de membrana provocado -
_en células neurales de embridn de pollo de 3 dias de desarro-
110 colocadas en un medio de cultive control. Nitese que a ca
da valor de c¢orriente aplicado corresponde un cambio propor-
sional en el|valor del potencial de membrana, lo que signifi-
ca que no hubo rectificacién anémala.
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En la parte superior de la figura 6 se incluye una serie de 3 -
fotografias de trazos originales para ejemplificar el tipo de regis-
tro que se empled en el cdlculo de los valores de la corriente inyec-
tada, La curva corriente-voltaje (I/V) de esta figura se obtuvo de
neuronas control de 3 dias de edad v como se puede observar, en el —
intervalo de corriente que se utilizd (de -1.5 a 1.0 nA) las células
responden a la corriente despolarizante o hiporpolarizante en forma —
completamente lineal, Algo similar se puede observar con las neuronas
control de 6 dias de desarrollo (figura 7) en el intervalo de -1.0 a
1.0 nA de corriente aplicada.

CONTROL(6dics)
AV(mV)

Lgo

-1.0 1.0
¢ - -20 |(ﬂA) f

Figura 7.- Relacién entre las corrientes desnolarizante e hiperpola-
o ‘ rizante aplicadas y el cambio de potencial de membrana --
provocado en células neurales de embrién de pollo de 6 --
dias de desarrollo colocadas en un medio de cultivo con -
trol. Nbtese que al igual que en la figura -6, en estas--

células no se presenta la rectificacidn anbmala.
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En el caso de las neuronas control de 9 dias de cultivo (figura
8), la relacién I/V ya no es tan simple, pues sSlo en una regidn res-
tringida de valores se sigue una relacién claramente lineal dentro -
del intervalo de -1.0 a 1.0 nA de corriente. Al aplicar corrientes -
hiperpelarizantes de mayor valor, no se mantiene la relacidn lineal,
lo que significa que las células muestran rectificacién al paso de la
corriente., Cabe sefialar que debido a la generacién de potenciales —
propagados espontdneos o provocados, en ningln caso se pudo aplicar -
corriente despolarizante mayor a 1.0 nA.

CONTROL(9dias)
AV(mV)

210 =l

Figura 8.- Relacidn entre las corrientes despolarizante e hiperpola-
rizante aplicadas y el cambio de potencial de membrana --
provocado en células neurales de embrién de pollo de 9 --
dfas de desarrollo colocadas en un medio de cultivo con -
trol. Se puede comprobar que, a diferencia de 1o que sy:
cede en las células control de menor edad (figuras © Ys"')
estas neuronas no muestran una relacidn lineal entre 1a--'
-corriente aplicada (sobre todo hiperpolarizante) y el vol
taje generado. -
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La figura 9 representa la relacién I/V de un grupo de neuronas
de 3 dias de cultivo previamente tratadas con corticosterona., Los
datos muestran una relacién lineal entre la corriente aplicada y el
cambio de potencial provocado en el intervalo de -1.0 a 1.0 nA.

/

CORTICOIDES (3 dias)
Av(mv)

Figura 9.- Relacidn entre las corrientes despolarizante e hipefpola-
rizante aplicadas y el cambio de potencial de membrana --
provocado en células neurales de embridn de pollo de 3 --

dias de desarrollo que, a las 24 horas, recibieron una do

sis Gnica de corticosterona.  Nbtese la semejanza de com-
portamiento con las células control de la misma edad (fi-

gura 6).
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En el caso de las neuronas de 6 dias de cultivo previamente tra-
tadas con corticosterona (figura 10), la relacidn I/V muestra recti-
ficacién al paso de corriente, al aplicarles corrientes hiperpolari-
zantes menores de -1.0 nA. El resto de la grdfica muestra un compor
tamiento lineal presentando un menor valor de la pendiente calculada
para estas células,

CORTICOIDES(6 dias)
AV(mvV)

-1.0

Figura 10.- Relacién entre las corrientes despolarizante e hiperpola-
rizante aplicadas v el cambio de potencial de membrana --
/ provocado en células neurales de embrién de pollo de 6 --
dfas de edad que, a las 24 horas, recibieron una dosis i-
nica de corticosterona. Se puede comprobar que, a dife -
rencia de lo que sucede en las células control de la mis-
ma edad (figura 7) estas neuronas no muestran una rela- -
cibn lineal entre la corriente aplicada (sobre todo hiper
polarizantc) y el voltaje generado, lo que significa que
tieren rectificacién antmala.

-42-



-3

La figura 11 representa la relacidn I/V de un grupo de neuronas
de 9 dias de cultivo previamente tratadas con corticosterona. Los -
datos muestran una relacién lineal entre la corriente aplicada y el
cambio de potencial provocado para el intervalo explorado.

CORTICOIDES(9dios)
avimv)

(nA)

Figura 11.- Relacién entre las corrientes despolarizante e hirer-
‘ polarizante aplicadas vy el cambio de notencial de mem
brana provocado en células neurales de embridn de po-
110 de 9 dfas de desarrollo aue, a las 24 horas, reci-

bieron una dosis Gnica de cortlcosterond.
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La relacién I/V puso de manifiesto un comportamiento tal de las
neuronas en las regiones lineales de las curvas donde claramente se
sigue 1a ley de Ohm. De estas curvas se puede calcular la resisten-
cia de entrada (Re) de las células, dgdo que Re=V/I, lo que signifi-
ca calcular la pendiente de cada curva con su correspondiente desvia
ci6n. Los datos obtenidos de estos cilculos se muestran en la tabla
V para las células control. Hay que hacer notar que durante el desa
rrollo de las células la R, se va reduciendo en forma importante des
de 51,7 M que tienen las células de 3 dias, hasta 10.0 M2 que es el
valor de la Re a los 6 dias, las células de 9 y 12 dias tienen a su
vez, valores de Re ligeramente mayores {tabla V),

En lo que respecta a las células con corticoides (tabla VI), se
puede comprobar que sus valores de R, son, a la edad de 3 dias, sig-
nificativamente menores (28.8 M) que los de las células control de
la misma edad (T'=9.15, p<0.05) a los 6 dias muestran también una -
brusca reduccién de 1la R, (6.2 M) y ésta aumenta ligeramente en las
células de 9 y 12 dias.

Por otra parte, se obtuvieron fotograffas de los cultivos de -
neuronas control y experimentales (figura 12) en las que se incluyé
también una escala micrométrica conocida. Esto permitid medir el -
didmetro celular en cada caso, Se pudo comprobar que, por lo menos
al microscopio &ptico, no hay diferencias significativas en los ta-
mafios calculados de la superficie del soma celular (T=0.109, 1.090,
0.439, 0.007; p<0.05) en ninguno de los casos considerados (que in-
cluyeron las distintas edades de los cultivos). Los datos obtenidos
se muestran en las tablas V y VI. o
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Figura 12.- Micrograffas tomadas de un cultivo control (foto superior)
y uno tratado con corticoides (foto inferior), en las que
se muestran neuronas de 6 dias de edad. Nétese el gran nd-
mero de prolongaciones aue presentan las neuronas durante
esta etapa de su desarrollo, ademas de tener las neuronas
tratadas con corticoides, un soma en el que es mis eviden-
te la forma de "estrella" que en las control.
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4- Resistencia, capacitancia y constante de
tiempo.

También en 1a tabla V se resume una serie de mediciones y cdlcu-

los efectuados a fin de caracterizar las propiedades pasivas de las
neuronas control durante los 12 dias de cultivo.

Las células de 3 dias de edad presentaron una gran resistencia
especifica (Rm) de 735.4 SchZ. Durante los siguientes dias, en par-
ticular el sexto dfa de cultivo, se observs una brusca reduccién de
la Rm, a pesar de que la superficie celular se mantuvo, como se men-
cionaba en un pirrafo anterior, casi inalterable durante el desarro-
llo (tabla V).

De los trazos oscilogrificos originales se calculd el valor de
la constante de tiempo (Tm) de las células control y experimentales.
En la tabla V se incluyen los valores de la ™Tm de células control de
3 a 17 dias de edad, Estos valores no se modificaron de manera evi-
dente durante el desarrollo; de hecho, a un aumento inicial que se
presentS entre los dias 3 y 6 del desarrollo, siguid una reduccién

- en los dias 9 y 12,

Una vez obtenida la Rm y la tm, se pudo calcular la capacitan-
cia de la membrana (Cm). Los valores que tienme este pardmetro en -
las células control, se muestran en la tabla V. De estos datos 1lla-
man la atencifn el gran incremento que presenta la Cm de las células
de 6 dias (7.44 uF/CmZ) con respecto a las de 3 dias (0.47 uF/cmz) y
los 12 (2.52 pF/sz) dfas de cultivo, a pesar de que en ningln caso
hubo un cambio significativo en la superficie celular.

Los valores de estos mismos ‘pardmetros en las células previa- -
mente tratadas con corticoides se presentan en la tabla VI, Se puede
comprobar que, en las neurcnas pretratadas de 3 dias, la Rmes alta -
(402.4 9/em®) y que igual a lo que sucede con el grupo control, duran
te el sexto dia de cultivo este valor se reduce en forma importante -
(103.63 Q/émz} para volver a incrementarse durante los dias 9 (256.0

-46-

l.‘.



/an®) y 12 (185.5 g/cm?).

La lectura de los valores de Tm en las células experimentales pu
so de manifiesto que estas células siguen un desarrollo similar al de
las control por lo que se refiere a este pardmetro (tabla VI). Esto
significa que su cambio mis evidente se presenta entre los dias terce
1o y sexto de cultivo y que a partir de este dia hay cierta reduccién
que se mantiene hasta el décimo segundo dia.

Por dltimo, debe hacerse notar que la Cm de las células experi-
mentales mostrd modificaciones en su curso temporal (tabla VI), com-
parables a las de las células control ya que de nueva cuenta, el cam-
bio mis evidente se presentd entre el tercero y el sexto dfa cuando
pasd de 0.74 a 7.24 uF/cmZ. A partir del sexto dia la Cm disminuyd
a valores cercanos a los 2 uF/cm2 en los que se sostuvo hasta el dé-
cimo segundo dfia.

Los datos que se presentan en las tablas V' y VI se pueden resu-
mir de la siguiente manera; a)- La superficie del soma celular de -
las neuronas en cultivo control o tratadas con corticoides no se in-
crementa en forma significativa durante los doce dias que suele ser -
viable un cultivo celular; b)- Las propiedades pasivas de 1a membra-
na (Rm, Tm y Cm) cambian en forma progresiva durante el desarrollo de
las células neurales en cultivo estudiado entre el tercero y el déci-
mo segundo dfa. Los cambios mis significativos en esos parimetros se
presentan en el tercero y el sexto dias; c¢)- Las células tratadas -
con corticoides muestran también diferencias en sus valores de Rm, tm
y On durante el desarrollo del cultivo, dindose el cambio mds drdsti-
co entre el tercero y el sexto dia. Al comparar los valores experi-
mentales con los obtenidos en las células control de la misma edad,
se comprueba que las células tratadas o tienen valores mds acusados
en las constantes medidas o alcanzan antes que las células control
los valores finales de tales pardmetros; d)- Ni en las células con-
trol ni en las experimentales se observaron diferencias significati-
vas en los valores de las constantes de la membrana medidas para el
noveno y el décimo segundo dias.
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CONTROL
EDAD DEL [niimero dt] diémetpoLuperficﬂ Pl r R 1 4 ¢
CULTIVO | células | celular celu,}ar‘z c mz m m
(dias) (um) [x10 "cm (mV) {no) {Qem®) (mseg). (uF/cmZ) (pF)
23.46. | 142,34 | -14.9 51.7 735.35 | 3.5%0.5) 0.47%0.0] 0.0067.
3 26 2127 | tia.sea 5.0 | fhizoo ta7.67 0,002
22,50 | 134,45 | -49.0 10,0 134.43 {10.0%0.9] 744 1.0
6 20 . .
15a | Nieae | tao | f2s | fi1as 3090 | oo
25.0 §156.50 | -73.5 | 15.9 | 2s4.40 | 7.0%0.6] 2.7t | L044-
9 .7
12 1.8 | I2a.85 6.5 I3.0 125,73 o ] (0.5
_ &
24,5 | 141,43 | -76.5 | 14.0 | 198.0 | s.0%0.6] 2.52 ).357 =7
12 10 1 %5005 | *o5.32 8,0 5.0 I33.2 502 t%;g-];';.t' ‘

Tabla V .- Tabla en la que se resumen los principales parametros eléc
tricos pasivostla resistencia de entrada (Ry), 1a resisten
cia especifica (Pm), la constante de tiempo (tm), la capa-
citancia de la membrana (Gm) y la capacitancia (C) de célu
las embrionarias en cultivo de 3 a 12 dias de edad. -




CORTICOIDES

EDAD DEL fGmero deldiametro fuperfic PM R(‘ R 1 c [
CULTIVO | células | celular f celular ‘ ", " ",
(dfas) {(ym)  }(x10 cm% {nv) (1) (Qcn™) | (mseg) | (4 F/em™) | {pF)
23.26 | 139.71 | -32.8 28.8 | 402.36 + n.74 0.133
3 R, 1] . - e ™
.20 *1.58 | tis.sa] iso *6.0 | *ao.e0 | 30705} fo.o 0,003
-
26.0 168.5 -58 '5 5,2 103.63 + 7.24 1,219
o . _— !
10 *1.96 | tes.02] la.o 2.0 | fis7a | 7510 2.3 | 2o.536
25.0 160.0 -74.5 16.0 256.0 o 1.95 0.312
9 12 *1.58 | fas.32] i7s a5 | *ar.ae | 20705 *o.0a | fo.1ge
24,25 | 154.60] -72.7 12.0 | 185.5 + 2,69 0.416 <.
12 10 *2.05 ] lee.89] Is.0 2.0 | fz0.3s | 30705 .70 | o7 T

Tahla VI.- Tabla on la aue se resuwen los princinales pardmetros eléctricos
masivos: la resistencia de entrada (R ), la resistencia esrecifi-
¢ (R, 1a consimnte de tiemro (v ), la canacitancia de 1a mem-
brana™(C_) v Ta canacitancia (C) de células emhrionarias en culti
vo de 38 12 dfas de edad, las oue, nreviamente fucron tratadas -
con corticosterona,




DISCUSION

Durante el desarrollo embrionario se lleva a cabo un gran nimero
de cambios en las células neurales. Entre estos cambios los hay de -
naturaleza estructural, metabdlica, farmacoldgica, electrofisioldgica.
Es evidente que estos cambios se interrelacionan entre si de tal mane-
ra que no siempre se puede determinar cudl antecede a cuil, Sin em-
bargo, se ha vropuesto que las propiedades eléctricas determinan mu-
chas de las propiedades funcionales caracteristicas de esta etapa de
la vida celular, Mis todavia: el conocimiento de c6mo se desarrollan
en el tiempo las propiedades eléctricas de las neuronas, permite una
buena aproximacién al estudio de estas mismas propiedades en las neu-
ronas adultas, De esta consideracitn se desprende la importancia que
tuvo la seleccién adecuada de 1a preparacidn bioldgica, las neuronas
embrionarias en cultivo, la cual nos permitié aproximarnos a las con-
diciones ideales para el estudio de los mecanismos irherentes al desa
rrollo de las propiedades bioeléctricas de esas células. Asi, se -
pudo comprobar la accidn de los corticoides sobre el desarrollo fun-
cional de las neuronas cultivadas y se puso de manifiesto que si bien
los corticoides no afectaron en forma evidente el desarrollo estruc-
tural de las neuronas observadas con el microscopio éntico (compare -
las fotografias superior e inferior de la figura 12), si modificaron
de manera importante los pardmetros bioeléctricos caracteristicos de
las células.

De los resultades que se incluyen en la figura 3 resulta eviden-
te que el potencial de membrana muestra cambios significativos duran-
te los 12 dias del cultivo tanto en las células control como en las
experimentales y que en éstas filtimas se alcanzan antes los valores
de PM que en las células control,

Hasta ahora no se ha hecho un estudio sistemitico del PM durante
el desarrollo de las células neurales. Esta situacién es limitante -
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ya que el potencial de membrana desempefia un papel determinante duran
te la diferenciacibén debido a que regula la excitabilidad celular - =
(Spector, 1981). No todos los autores, sin embargo, coinciden con -
este punto de vista, Algunos piensan que los valores medides del PM

son artefactos experimentales que sélo reflejan el grado de lesién —
que ha sufrido 1a membrana como consecuencia de la implantacién del

electrodo. En apoyo de esta interpretaci6n estfn los hallazgos de —
Kidokoro (1975) quien midi6 el PM de células clonales musculares de -
pollo y encontrd que tiene valores relativamente grandes e invaria- -
bles durante el desarrollo.

En nuestro caso, las células mis jovenes (3 dfas), mostraron un
pequefio valor de PM 1o que se pudiera asociar con el hecho de que el
electrodo dafi6 una gran proporcién de la membrana. En las células de
mayor edad (12 dias), hubo s\in embargo, un aumento del PM demasiado -
grande para poderlo explicar sdlo por las pequefias diferencias del ta
mafio del soma celular en estas dos edades (tabla ITI). Mis aiin, los
valores del PM ascienden bruscamente entre los dias 3 y 6, lo que -~
coincide con s6lo un pequefio incremento que presenta la superficie ce
lular durante el mismo lapso.

Asi, coincidimos con la interpretacion dada por otros autores =
(Boethius y cols., 1970; Crain, 1956, 1966; Kano, 1975; Nelson y cols.
1977; Sperelakis y cols., 1972, 1978) segln la cual el aumento progre
sivo de los valores del PM pone de manifiesto la maduracién de algunos
mecanismos inherentes a los procesos de diferenciacién neuronal.

Entre estos mecanismos destacan por una parte el desarrollo pro-
gresivo de la estructura de la membrana que implica entre otros facto
res, la aparicién de protefnas (canales) especificas asociadas con
los cambios de permeabilidad a algunos iones, en particular, al pota-
sio. De hecho, nuestros resultados muestran que las células mis jove
nes (3 dias) tienen un cociente pNa/PK mayor que las de mis edad (12
dias), lo que fuertemente sugiere que durante el periodo de 3 a 12 -
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dias hay un aumento en la permeabilidad al potasio., Otro posible me-
canismo asociado con el incremento del PM que se observa en las neuro
nas es el aumento durante el desarrollo del ndmero de bombas metabdli
cas, la actividad de las ya existentes o de ambos procesos. En apoyo
de esta interpretacién, estin los trabajos de algunos autores. Klein
(1960), por ejemplo, encontrd en corazén embrionario de pollo de 2 a
21 dias una disminucidén gradual del sodic intracelular y un aumento -
similtaneo del potasio intracelulax' que asocié con una actividad meta
bolica especifica (bomba de Na-K). Por su parte Walz y Herz (1982)
encontraron cambios en la sensibilidad a 1la ouabaina de astrocitos y
de neuronas de cultivos primarios., Segln los autores estos cambios -
reflejan una notable modificacién en la actividad de la bomba de Na-K
y de sus requerimientos iénicos, durante el desarrollo celular, hecho
que se ha puesto claramente de manifiesto durante el desarrollo cere-
bral posnatal in vivo. De ser vdlida esta interpretacién se podria -
proponer que las diferencias entre los valores de PM que se observan
en las células control y en las células tratadas con corticoides, obe
decen al hecho de que, durante el proceso de diferenciacién neuronal,
los corticoides aceleran la actividad de la bomba metabdlica o bien -
incrementan el nimero de bombas en la membrana.

En apoyo de esta interpretacién estin los resultados de Romano y
cols. (1985) quienes encontraron que, la aplicacidn de corticosterona
a las neuronas en cultivo de embrién de pollo se manifiesta de tal --
forma que los voltajes del PM alcanzan rdpidamente los valores de este
pardmetro caracteristicos de las células adultas y que al afadir oua-
bafna a los cultivos, ademis de la corticosterona, los valores del PM
descienden y son semejantes a los de las células control, es decir a
las de aquellas células que no han recibido ni corticosterona ni oua-
bafna. Si sélo se aflade Suabafna, los valores del PM quedan siempre
significativamente por debajo de los valores del PM de las células —
control, [Estos datos sugieren que los corticoides activan la ATP-asa
de sodio y potasio lo que hace que aumenten los valores del PM mien-
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tras que la ouabaina deprime la actividad de esta bomba provocando
una disminucién en el ingreso celular de potasio lo que hace que se
reduzcan los valores del PM,

En el mismo sentido se pueden interpretar los resultados de —
Stdstny (1971) quien encontrS que en homogenados de células cerebra-
les de embridén de pollo, hay un incremento progresivo de la actividad
de la ATP-asa dependiente de Na y K . El mismo autor encontré que
cuando los embriones habian sido previamente tratados con hidrocorti-
sona, hay un incremento significativo en la actividad de la ATP-asa
(Stdstny, 1971). También se sabe que otras hormonas, como la insuli-
na, provocan una hiperpolarizacién en algunos tipos celulares trabaja
dos "in vitro", mediante la estimulacién de la bomba electrogénica de
sodio (Clausen, 1980). Por su parte, en el msculo esquelético aisla
do, las catecolaminas hiperpolarizan las membranas celulares, en par-
te debido a que las células expuestas en forma prolongada a estas hor
monas, incrementan la concentracién intracelular de potasio (Clausen,
1980). Sampson y cols. (1982) y Bannett y cols. (1984) al analizar -
la accibn de las hormonas tiroideas Ty Ty sobre el desarrollo de las
caracteristicas bioeléctricas de los miotubos en cultivos de fetos de
rata, encontraron que las células tratadas con estas hormonas mues-
tran mayores valores de PM que las no tratadas. Por su parte Granner
y cols. (1968) propusieron que una de las acciones de la T; vy la T4
en las células musculares de rata consiste en incrementar el niimero de
bombas de Na -K asi como la permeabilidad de 1a membrana al Na y
al XK .

Efecto de la concentracién extracelular de

notasio sobre el potencial de membrana.

En la figura 4 se muestra la relaci6n entre el logaritmo de la -
concentracién extracelular de potasio y el potencial de membrana de -
células de 3, 6, 9 y 12 dias de edad. Una vez obtenidos los puntos ex

. ' +
rerimentales para cada valor de |K |es € procedfa a calcular la cur
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va que mejor se ajustara ellos para lo cual se aplicaba la ecuacién -
de campo constante de Coldman modificada, va que no se incluyeron los
valores de permeabilidad v de concentracién del cloruro. Esta ecua- -
cidn relaciona los valores de FM con los valores de concentraciones -

interna y externa de los iones presumiblemente relacionados con el PM,

en particular el sodio y el potasio, asi como con el cociente entre -

la permeabilidad al sod}oly la pe}meabi[li?ad al potasio (PNa/PK). Es
+ P, /P

de-ir: PM = 60 log —ﬁ—e——%ﬂé——%—a—e . De esta expresidn se
| Na""K. lali

l5 *
conocen 0 se presuponen lo: valores de toudas tas variables excepto el
/PK, el cual se despeja para cada grupo de datos exrerimentales es
10" P60 lxl - Ixl
INal, - 107V%0INal
sidera siempre igual a 30 mM, ror corresponder al de una aproximacién
vdlida para cualquier tipo celular en el que haya un trabajo de la -

decxr. Na’ Pl( =

bomba metab6lica. La INal e S€ considera siempre igual a 150 mM, a ne

sar de que en nuestros experimentos los cambios de potasio externo se
hicieron a base de modificar el sodio externo, consideramos que la di
ferencia de concentraci6n del sodio en cada solucién nunca fue dema-
siado grande. La |l(|i se obtiene de la extrapolacidén de las curvas -
obtenidas a cada edad explorada hasta el valor del intercepto con el
eje de ‘las X, Esta proposicién se basa en la consideracién de que el
PM debe ser igual a cero cuando la |l(|i es igual a la |K|e‘ En to-
dos los casos se encontrd que este valor es cercano a 150 mM. La IKle

es el valor de la concentracién externa de potasio para el cual se ha

cen las determinaciones del PM. En nuestros experimentos se hace va-
riar desde 1.4 hasta 100 mM.

En la figura 4 se incluyen las curvas tefricas obtenidas median-
te la ecuacién de Goldman al considerar de abajo a arriba valores de
P /P iguales a 0.50, 0.10, 0.03 y 0.02, resnectivamente. Si, por o-
tra parte, en la relacién |]\’ contra PM se muestr- el arreglo que -
siguen los puntos experlmentales obtenidos de medir el M a distintas
concentraciones externas de potasio en neurcnas de 3, 6, 9 y 12 dfas,
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se comprueba que la curva que mejor se ajusta al comportamiento de -
las neuronas mas jévenes es la que corresponde al mayor valor del co
ciente de permeabilidades y que al aumentar la edad de las células -
el cociente de permeabilidades disminuye en forma progresiva., Utili-
zando los valores de [K|, de 10.4 a 100 mM aue corresponden a la --
parte lineal de la curva, se encuentra, al aplicar la ecuacién de - -
Nernst,que la pendiente expresada como el cambio de voltaje por déca
da de cambio en la !K]e, es de -10.7 en las células de 3 dias y que
aumenta en forma progresiva en células de 6 (-28.66), 9 (-56.13) y -
12 dias (-63.66), Es hasta este (iltimo caso que se obtienen un cam--
bio de PM por década de cambio en |]\'|e igual al esperado de una cé-
lula adulta, segln la ecuacién de Nernst, es decir, que hasta los 12
dias la membrana se comporta como una membrana selectivamente permea
ble al potasio tal como ha sido reportado en neuronas adultas. Por -
medio de esta misma expresidn se calcula el potencial de equilibrio -
para el potasio y se encuentra que no varia en forma significativa, -
durante las distintas edades de la célula (tabla III). Todos estos -
datos sugieren que durante el desarrollo de la célula, por una parte,
estd ya trabajando la bomba de Na-K (nStese aque la |K[; no difiere -
en forma significativa a las distintas edades) v por otra, que el co-
ciente de permeabilidades disminuve durante el desarrollo en forma -
progresiva, Es probable que esta disminucidn obedezca a un aumento de
la PK mas que a una disminucién de la pNa’ como se desprende del he-
cho de~que, al mismo tiempo que disminuye 1la relacidn de permeabili-
dades aumenta la pendiente de la curva que relaciona PM con el loga-
K|, hasta llegar a dar un valor de -63 mV/década, valor -
que estd muy proximo al valor tedrico calculado seglin la ecuacidn de

ritmo de

Nernst y que sugiere una membrana selectivamente permeable al potasio
a grandes concentraciones externas de este ion.

Al graficar los valores de PM obtenidos de células de 3, 6, 9y
12 dias previamente tratadas con corticoides, con respecto a la con-
centracién externa de potasio, se obtuvo la familia de curvas cue se
muestra en la figura 5. Para calcular las curvas tebricas se siguid
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el cambio de potencial de membrana inducido por tal inyeccidn, pone -
de manifiesto diferencias importantes entre las tres poblaciones neu-
ronales. Las células de 3 dias muestran una reduccién relativamente -
grande del potehcial de membrana durante la inyeccidn de una corrien-
te despolarizante no mayor de 1 X 107 A y un aumento también elevado
en el mismo pardmetro durante la inyeccidn de una corriente hiperpola
rizante no mayor a -1 X 10" A. Cambios tan grandes en el PM con co--
rrientes tan pequefias s6lo se pueden producir si la resistencia de en
trada de la célula es elevada. En efecto, la pendiente de la curva I-
V que se obtuvo a esta edad es muy grande y la resistencia de entrada
de las células tiene un valor muy elevado (Re = 51.7 Mp) como se pue-
de leer en la sexta columna de la tabla V. Por su parte, las células

~ de 6 dias mantienen también una relacién proporcional con la corrien-

te aplicada (figura 7) de tal manera que reducen su potencial de mem-
brana cuando se les inyecta corriente despolarizante y lo incrementan
con corrientes hiperpolarizantes, pero para un valor de corriente da-
do, el cambio de voltaje inducido es mucho menor que el que se obser-
v6 en células mis jovenes, Esto implica que la resistencia de entrada
de las neuronas disminuye bruscamente entre los 3 y los 6 dias de cul
tivo, ya que la pendiente de la curva I/V de estas filtimas se redujo

a 10 M@ (tabla V). Al hacer las mismas determinaciones entre corrien
te inyectada y los cambios de voltaje inducidos en células de 9 dias,
se puede comprobar que en esta poblacién, si bien es cierto hay un 1i
gero aumento de la resistencia de entrada (15.9 M;}, hay también un -
aumento en el potencial de membrana generado por la aplicacién de co-
rrientes hiperpolarizantes, que no mantiene la relacidn de proporcio-
nalidad que se observé con la aplicacién de corrientes despolarizan--
tes, lo que significa que la Re se reduce en esta parte de la curva -
(figura 8). A este fendmeno se le conoce con el nombre de rectifica-

cién anémala y ha sido aceptado por un buen nmero de autores como la
manifestacién de la presencia de alguna protefna que funciona como ca
nal especifico para el potasio. La rectificacién andmala sélo la ob-

servamos cuando se inyecté corriente hiperpolarizante. No se pudo ex-
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plorar la posibilidad de rectificacién de las neuronas ante la apli-
cacién de corrientes despolarizantes debido a que con valores de es-

tas ligeramente mayores de 1 X 107°

A, se induce fdcilmente el dispa

ro de potenciales de accidn. De hecho se considera que casi todas las
células excitables muestran alguna forma de rectificacién en detemi-
nados valores de potencial de membrana, 1o que se puede tomar como -

indice de un funcionamiento celular adecuado. Bajo este punto de vis-
ta, nuestros resultados apoyan el hecho de que las neuronas en culti-
vo van adquiriendo en este medio y de manera progresiva, las caracte-
risticas funcionales que les son propias de acuerdo con la estirpe ce

lular a la que pertenecen.

La aparicidén durante el desarrollo de canales asociados con la -
conductancia especifica de la membrana a distintos iones ha sido pro-
puesta por varios autores en tejidos nervioso y muscular. Con el em-
pleo de distintos tipos de toxinas especificas, asi como registros e-
lectrofisioldgicos de la actividad celular, sc ha mostrado que los -
cultivos in vitro de células musculares esqueléticus de embridn de po
1lo, presentan primero, sdlo propiedades eléctricas pasivas, mis tar-
de potenciales de accién de sodio sensibles a la accién de calcio y -
por Gltimo, potenciales de accidn de sodio sensibles a 1a accidn de -
la tetrodotoxina (Frelin y cols., 1981: Lombet v col., 1983). Un estu
dio sobre la ontogénesis de la ATP-asa de sodic vy potusio durante el
desarrollo del miisculo esquelético de nollo, llevd a Vigne y cols. --
(1982) a proponer que en esta estructura hay un desarrollo progresivo
y coordinado entre la cantidad de ATP-asa y el nimero de canales ripi
dos de sodio. Algo similar fue encontrado para los canales de calcio
en los sistemas muscular cardiaco, muscular esquelético y nervioso de
rata, al llevarse a cabo un estudio ontogénico en estas estructuras -

(Kazazoglou y col,, 1983).

En células de lineas clonales de neuroblastoma humanos se observd
que hay una estrecha correlacidn entre el grado de diferenciacifn es-
tructural y el desarrollo de las propiedades eléctricas pasivas y ac-
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tivas de la célula (Kuramoto y cols., 1981). Los autores encontraron

que en esta 1inea clonal hay un aumento progresivo del potencial de -
membrana. Mis atn, en las lineas clonales en las que se observé un ma
yor grado de diferenciacifn estructural se presentS una clara rectifi
cacién andmala ante la aplicacin de corrientes hiberpolarizantes, a-
demds de otras caracteristicas bioeléctricas que apoyan la existencia
de canales membranales especificos.

Los datos que se han encontrado en la literatura, al igual que -
los que se obtuvieron durante el desarrollo de este trabajo experimen
tal apuntan hacia la aparicién progresiva durante el desarrollo, afin
cuando éste se haya llevado a cabo in vitro, de canales iénicos espe-
cfficos los cuales son la expresidn del grado de diferenciacién celu-
lar, '

Por lo que respecta a la accidén de los corticoides sobre el desa
rrollo de las propiedades bioeléctricas pasivas de las neuronas en --
;ultivo, se pudo constatar que las células trutadas mostraron s los 3
dias, una menor resistencia de entrada que las no tratadas (tablas V
y VI) y que, desde los 6 dias presentaron rectificacidn andmala (figu
ra 10) ante la aplicacidén de corrientes hiperpolarizantes. Este hecho
se puede interpretar en el sentido de que los corticoides aceleran la
aparicién de los canales responsables del aumento de la conductancia
al potasio, 1o que va de acuerdo con el hecho bien establecido de que
aumentan la sintesis de proteinas desde épocas muy tempranas del desa
rrollo celular (Romano y cols., 1985).

Resistencia, capacitancia v constante de tiempo.

La constante de tiempo es una medida que incide directamente en
la propiedad de una célula excitable de producir una respuesta a un -
estimulo con determinada velocidad. Los valores de este pardmetro que
se obtuvieron de las neuronas en cultivo, reflejan un ligero incremen
to durante el desarrollo y por la accién de los corticoides, entre --
los 3 los 6 dias del cultivo, 1o que pone de manifiesto que, durante
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cie (Cm = C/S) se observé que, de nueva cuenta, hubo un claro incremen )
to de los valores de la Cm en las células controles y experimentales -
de 6 con respecto a las de 3 dias, seguido de una ligera reduccidn ha-
cia los 9 y 12 dias. Como 1a deteminacién de la Cn incluye la unidad
de superficie celular, estos cambios s6lo reflejan el incremento de ca
pacitancia que muestran las neuronas durante los 6 primeros dias del -
cultivo,
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CONCLUSTIONES

Los cultivos de células neurales de embrién de nollo, nemiten -
tener un modelo experimental adecuado para el estudio de los pro
cesos de diferenciacién y desarrollo celular durante la ontoge-
nia. '

El cilculo de la surmerficie celular basado en la consideracidn -
de que la forma de 1a neurona es la de una hemiesfera, no remi-
te detectar diferencias significativas en este parfmetro durante
el desarrollo. No obstante, es probable que se rroduzca un aumen
to de la surerficie celular asociado con la emisién de prolonga-
ciones nerviosas durante las distintas etanas del desarrollo, -
Con esta base estructural, se podrian exnlicar mejor aleunas ca-
racteristicas funcionales encontradas.

El estudio de algunas propiedades eléctricus de las células neu-
rales en cultivo, puso de manifiesto que:

a)- El potencial de membrana aumenta en forma nrogresiva durante-
el desarrolle, hasta alcanzar a los 9 dias valores muy cerca
nos a los de las neuronas adultas.

Al colocar las neuronas de distintas edades en soluciones de
diferente concentracién de potasio y medirles el potencial -
de membrana, se.encontrd que la relacién de rermeabilidades

b)

PNa/PK disminuye de manera sirnificativa durante el desarro-
110, lo que se nuede atribuir a un incremento rrogresivo de
- 1a permeabilidad al potasio.
Las propiedades pasivas estudiadas (resistencia, constante -
de tiempo y capacitancia de la membrana) muestran diferen- -
cias inmportantes durante el desarrollo celular y a la edad -
de 9 dias del cultivo, alcanzan los valores caracteristicos
de neuronas adultas. Es hasta esta edad del cultivo que se -
encontrdé rectificacién andmala.

c)

-
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Al aftadir una dosis conocida de glucocorticoides a los cultivos
de neuronas y analizar las propiedades referentes al rotencial -
de membrana, a la relafifn PN;/PK y a la resistencia de la célu-
la, se comprueba que la corticosterona produce cambios significa
tivos en estos parimetros que sugieren una acci6n temprana de es
ta hommona sobre la aparicién de la nropiedades eléctricas pasi-
vas de las neuronas en desarrollo,

Con base en los antecedentes que se encuentran en la literatura
y en nuestros propios hallazgos, consideramos que las neutonas -
en cultivo siguen un proceso de diferenciacién y maduracién simi

" lar al que les es propio en el organismo del que provienen y que

los corticoides actdan de mdltiples maneras (induccidn enzimiti-
ca, sintesis proteica, actividad electrogénica, etc) en los meca
nismos subyacentes a los procesos de maduracién y diferenciacién
celular.
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