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RESUMEN

Las células cromafines de la glindula adrenal al exponesse in vitro al NGF o al

dbAMPCc se transdiferencian en células muy parecidas a las neuronas simpdticas, cuya
it Este proceso involucra

p ipal ica es la for ion de pr o neuritas.
un aumento de la expresion de pr i del cit feto (ned tos) que son son
como mar neuwr En este J! 1] ia exp de
neurofilamentos de 68 kDa, como un indicador de la transdiferer 1 de las célul,
al de jas r i i El lisis mor

cromafines en un fenctipo
previo a la evaluacion ce los neurofilamentos de 68 kDa, se realizo por inmunocitoquimica

para la enzima PNMT y muestra que ia disminucion en el proceso de transdiferenciacion
rado con la edad de jos animales de

de las células cromafines estd i
los que se extraen estas células y la expresion de las p i de ci leto se
cuantifico utitizando una técnica de fi ia digital cu:

Los datos obtenidos indican que tanto e NGF7S como el dbAMPc aumentan et
porcentaje de células cr i que P PNMT+ y la longitud de los p
formados por las mismas. Estos bi estan i con un de ia

P deiosr de 688 kDa, hasta b a los de
acion. Estos HOS ocufren

las neuronas simpdticas, con las que se hace una
sin que las células crcomafines dejen de sintelizar ia enzima PNMT que las caracteriza.

También encantramos que @) en ia i6n de los naurofilamentos de
68 kDa e de [a p i i del NGF7S, es decir que una .:po-lddn.

transitoria @ factor, no es un estimulo suficiente para que la células cromafines continoen

avanzando en su transformacion al fenotipo neuronal.

Por otro lado encon(ramo§ que la

por las células de la corteza adrenal, ejerce efectos inhibitorios sobre ia accion del
ites inducidos por el NGF7S.

del cortisol secratado

NGF7S pudiendo revertir (os o
En este trabajo demostramos que las células cromafines, tienen la plasticidad para

1 @ neuronal y que ese fenotipo neuronal puede

se de un ipo ¢
revertirse al fenotipo cramafin por

de la o 1a.




ANTECEDENTES

a) Dife, i6n de las C de las C Neurales
Durante el desarrollo embrionario, ios diferentes tipos de tejidos del organismo se
forman a partir de cor j prc iante los cuales grupos celulares distintos

siguen un programa dictado por-ei material genético que las lleva a especializarse para
cumplir una determinada funcion. Este proceso se conoce como diferenciacion celular y
depende de seriales intra y extracelulares que controlan ta expresion de genes
especificos.

Existen dos posibles programas de di iacion, el pri 0, CONOCi como de
diferenciacion auténoma, se caracteriza por llevarse a cabo siguiendo un programa
genético estricto e inalterable. £l segundo tipo de programa, denominado diferenciacion
regulada por el entorno, @s mas plastico. y las sefales provienen del microambiente que
rodea a la célula. La contribucién que tienen en el desarrollo estos dos tipos de
programas varia entre y entre disti tipos celulares de un mismo organismo.

El programa de diferenciacién regulada por el entormo involucra la interaccion
entre células adyacentes y juega un papel critico en el desarrollo del sistema nervioso
central. Las interacciones locales entre células del sistema nervioso se llevan a cabo a

@ fares éculas r

través de Ia union de ilas sef
localizadas en |a membrana de la(s) célula(s) blanco. Un complejo sistama de
mensajeros intracelulares esta involucrado en llevar a cabo la respuesta apropiada a

jslares. Un prob central de la neurobiologia del d

estos mensajeros
es entender los mecanismos celulares y moleculares que generan ia diferanciacion, la
di idad y la icidad del si nervioso. Las células que componen las crestas
neurales constituyen uno de los ejemplos mejor estudiados. Estas céilulas son
pluripotenciales (es decir. pueden generar una gran variedad de tipos celulares) antes y
un poco después de su migracion del tubo neural. La figura 1 ilustra |a progenie

derivada de las células de la cresta neural.

Hasta ahora se desconocen los mecanismos por los que las célutas, iniciaimente
pluripotenciales eligen su destino final. Se ha sugerido que este evento puede producirse
aleatoriamente, o bien que puede gobernarse por un programa genético que se enciende
durante e! desarrollo, ya sea por sefales ambientales o por seiales intrinsecas tales
como como los factores de transcripcidon en coordinacién con factores ambientales.
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Un grupo de células de la region dorsal del tubo neural al mig siguen dif

vias que originan varios linajes. entre ellos el linaje simpatoadrenal que es el objeto de
interés de este trabajo (véase figura 2).
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Cada poblacion celular de las crestas neurales, muestra un destino especifico
qQue puede alterarse por cambios en el medio ambiente (Le Dovarin, 1982). La migracion
de las células del linaje simpatoadrena! se inicia ventralmente a partir del apice del tubo
neural hacia la aorta dorsal. Estas células se agregan y diferencian por un lado, en una
cadena simpatica primordial en la que hay células que coexpresan marcadores tipicos de
neuronas ¢ de células cromafines (localizadas al final del desarrollo en ta médula
adrenal). Las células que permanecen en el primordio de ganglio simpatico pierden los
marcadores cromafines, en tanto que las que contindan migrando mas ventral y
caudalimente dan origen at primordio de la glandula adrenal y pierden ios marcadores
neuronales. Por procesos de maduracion y como resultado de la influencia de factores
microambientales, las células simpatoadrenales terminan diferenciandose ya sea en
células cromafines o en neuronas simpaticas (Doupe, 1965a).

Existe un tercer tipo de ceélulas, ias llamadas ceélulas pequefas intensamente
fluorescentes (SIF, por sus siglas en inglés), también son miembros de este linaje y cuya
fluorescencia se debe al alto contenido de catecolaminas. Al término del desarroilo, éstas
células, poco abundantes y con isti inter i aentre las de las neuronas
simpaticas y las células cromafines, se localizan en l0s ganglkos simpdticos. Los tres

tipos celulares del linaje simpatoadrenal sintetizan y almacenan catecolaminas, aunque
difieren en varias otras caracteristicas. Por ejemplo, las neuronas simpaticas forman
dendritas, cuyo citoesqueleto esta formado por microtubulos y neurofilamentos. Estos
uitimos, de hecho, son considerados como mar i 'ente neuronales (ver

apéndice 2). En cambio, las células cromafines, no forman Pprocesos nNi expresan

net Wos y poseen la enzima fenit- in-N-metil trar

(PNMT), que participa en !a sintesis de adrenalina (A). Las células SIF en cultivo pueden
interconvertirse fenotipicamente por sefiales ambientales ya sea en células cromafines o
en neuronas simpaticas. Estas sefales pueden ser los glucocorticoides (GC) o el factor

de crecimiento neural (NGF), resf ivamente (J. b . 1991). Se piensa que la

presencia de estos dos factores durante el desarrollo embrionario determina el fenotipo
alcanzado por las células del linaje simpatodarenal.

La hipétesis de que las células cromafines y las neuronas simpaticas se originan
a parir de un progenitor embrionario comin ha recibido un fuerte apoyo por estudios que
han demostrado que las células SIF pueden interconvertirse en uno u otro tipo celutar, es
decir in vitro pueden convertirse en neuronas simpaticas por exposicion a NGF o en



células cromafines si se exponen a GC. (Doupe, 1985b). Si las células SIF son
expt simultan e a la combinacion de GC y NGF se favorece el fenotipo SiF,
por lo que se ha propuesto que prob e ta difer on de las célul;

cromafines y las neuronas simpdticas ocusra a través de una céluila intermedia parecida

a las SIF que podrian ser los progenitores embrionarios de ambos tipos calulares.
i0 tas células progenitoras

Al inicio de su diferenciacion y Q Y
simpatoadrenales carecen de sensibilidad al NGF, porque no expresan el RNA
£ para su [ (trkA). Este receptor es un componente esencial

mensajero que
de la sefal de transduccion del NGF (ver mas adelante). Se piensa que otros factores
o fibr basico (bFGF; Green,

Y de r
de neuritas de

de! medio ambiente, como el factor de cr
1987) y ia interleucina 6 (Satoh, 1988), favorecen in vivo la
NGF (Stein, 1988). =! bFGF puede inducir la p ion y el
las células pcogemrorasvsimpaloadrenalas in vitro, pero es incapsz de promover su
sobrevivencia a largo plazo. Esto sugiere que el FGF promueve |a proliferacion y Ia

{o] i

de

{o]

diferenciacién inicial de estas células, sumentando, a su vez ia
para el NGF. Pos:eriormente, el NGF actuaria como un factor de diferenciacion y

se por P ion val. En
! ico induce proliferacion y

sobrevivencia. El e’ecto det FGF puede

las células cromafines in vitro, el factor de cr Mo fibr
diferenciacion neuronal inicial (Claude, 1988; Stein. 1988), sin embargo una vez
i este factor es incapaz de mantener la

estos
sobrevivencia, como lo hace el NGF (Stemple, 1988).

En 1885, Doupe demostrd que las células cromafines /m vitro expuestas a NGF

ogi y antigéni e

por aigunas semanas se trar 1 en célul mor Q!
indistinguib! de ver 2] n. imnpati (Doupe, 1985, véase también
Unsicker, 1978). Este proceso constituye un ej de transdifere ion, fentmeno

1 genetica de las

en el cual ocurre un bio fenotipi por cambios en la prog
células, sin que para ello sea necesaria la sintesis de DNA o division celular. Las
6n celular den en

transformaciones gue se llevan a cabo durante la transdifeser
algunos casos ser en forma estable e ireversible, en ocasiones desaparecen totalmente

{as caracteristicas de las células originales, sin que por ello se considere a las células
resultantes como anormales.(Okabe, 1991). En el caso de las células cromafines, el NGF
induce primeramente division celular y posteriormente la formacién de neuritas (Lillien y

Claude, 1985). Estos efectos se clasifican dentro de los efectos tempranos y tardios,

A b L2 s



respectivamente de este factor. La conversion al fenotipo neuronal involucra la induccidon
de genes especificos de neuronas y la sintesis de novo de proteinas (Anderson y Axel,
19886). Los efectos del NGF sobre las células cromafines pueden manifestarse incluso en
células de animales adultos (Tischler, 1993). Una evidencia en favor del modelo de
diferenciacion neuronal de las células cromafines por NGF lo constituyen experimentos
en los cuales se les inyectd cronicamente NGF a ratas prefiadas. Este indujo en los
embriones el reemplazo de las células cromafines por neuronas simpaticas (Aloe y Levi-
Monaicini, 1979). Estos datos sugieren que el NGF es una de las sefales ambientales de
mayor importancia in vivo en el contro! de ia diferenciacion neuronal de las células de
i
es indispensable para la diferenciacién y sobrevivencia de las células simpatoadrenales

aje simpatodarenal. Todos los efectos mencionados sugieren fuertemente que el NGF

tanto in vivo como in vitro.

Los efectos de! NGF han sido estudiados con mas detalle en células PC12, linea
celular derivada de un tumor de médula adrenal de rata i e como
un modelo de diferenciacidon neuronal. En ausencia de NGF, estas células poseen
i fenotipi irmil alas de las células es: Si is y lib: ion de

P

catecolaminas y sensibilidad al NGF. Sin embargo, cuando son expuestas al NGF, dejan
de dividirse e inician su diferenciacién a células similares a las neuronas simpaticas. Esta

diferenciacion se acompana del crecimiento de neuritas, la icion de propi
excitables, la sintesis y liberacion de noradrenalina y la expresiéon de proteinas de
citoesqueleto consid como >res neuronales (Romano, 1987; Aleta, 1989;

Islas, 1993; Yang. 1996).

b) Ar y Caracter del NGF

A mediados de 1948, Eimer Bueker y Victor Hamburger, encontraron luego de
transplantar un sarcoma de raton en la membrana coroalantoidea en un embrién de
pollo, que los ganglios sensoriales y simpalicos del sistema nervioso periférico
incrementaban su tamafo. Simultaneamente los procesos neuronales de ganglios
vecinos invadian el tumor y se ramificaban masivamente. Rita Levi-Montalcinic y Victor
Hamburger postularon que e tumor elaboraba una sustancia difusible que afectaba el
crecimiento neuronal que nombraron “factor de crecimiento neural (NGF)”.

Estudios posteriores apoyaron la idea de que este factor era difusible, Usando
técnicas in vitro para mantener ganglios simpaticos y sensoriales en presencia del tumor



obtenidos in vivo, observandose

o extractos de éste, fue posible r i los res.
que el crecimiento de neuritas por los ganglios se incrementaba considerablemente.
Levi-Montalcini y Bookeer en 1960 trataron recién id con
anticuerpos contra NGF y observaron que estos impedian el dasarrolioc normal de las
neuronas simpati vy periféri .
Cohen en 1960, logré extraer, purificar y caracterizar at NGF a partir de fa
glandula submaxitar de ratén macho adulto que contiene i b car del
tisi y quimi (Cohen, 1960).

mismo y del cual se han deducido sus pr
Una caracteristica importante es la posibilidad de aislarffo en dos formas, la primera
referida como NGF7S, que es una molécula de alto peso molecular, con dos copias de
tres polipéptidos a, B y § y la segunda preparaciéon conocida como NGF2.5S que es
sible de la subunidad P que se disocia del

biologi @ inmunologi te ir
NGF?7S. La actividad biologica del NGF reside en !a subunidad B que es un dimero
unido covalentamente, formado por dos peéplidos idénticos de 118 aminoacidos. Las

subunidades a y 8 (figura 3) del jo 7S son isti de la glandula
submaxilar de raton, ya que no se sintetizan en esta misma glanduia en otras especies.
i 6%i restringiéndolo a

En 1989 Barde definié el termino
ion de 1a i de las neuronas durante el

proteinas involt en la regL
desarrolio. Actuaimente se sabe que ios factores neurotrdficos tienen otros efectos,

ademés de existir gran cantidad de datos qQue sugieren que otros factores como el factor
de crecimiento fibr i el factor de crecimiento epidermal, el insulinico y las
neurotrofinas 2, 3, 4 y 5 pueden mimetizar algunas funciones del factor neurotréfico. Por

razones practicas, se considera que para definir un factor neurotrofico, deben excluirse
moléculas de membrana como receptores o aquellas que afectan al adhesion y
sobrevivencia de las neuronas como son las hormonas tiroideas, esteroides,

ganglidsidos, etc. Por lo que se ha sugerido la siguiente definicion: Los factores

i son pr fi D que le cr

7 de p [/ en

P mor g 1
funciones en /las neuronas, {Barde, 1989).

ElI NGF ejerce sus efectos en las ceélulas cromafines en dos fases, la primera
inciuye el proceso de mitosis o divisidén celular y la segunda el inicio de la formacién de

neuritas. Se considera que la fase temprana involucra la expresion de genes y la fase



tardia se manifiesta con la sintesis de novo de proteinas, la formacion y mantenimiento
de neuritas asociada con la diferer

'y la i 1cia celular.
A continuacién ta tabla 1 muestra en orden cronolégico estudios sobre los

efectos que diferentes factores ejercen en ceélulas PC12, neuronas simpaticas y
sensoriales, y células cromafines.

var
TN SER
— ” Ly g
GrefSEa 20
3 (=) renlcys {Tra
oLy SR
) n

Figura 3 Secuencia de Aminoacidos de la Subunidad pdel NGF7S
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Tabla 1 Cr

i6n de los Ef de D Fact

de |
Céiulas PC12, Neuronas Simpnlcas Neuronas Sensoriales, y ccum. Cromafines

1978

Schuben

El NGF incrementa los niveles de AMPc en ias PC12,
neuronas simpaticas y sensoriales, e induce el
crecimiento de nauritas

1979

Fraizer

El AMPc mimetiza los efectos del NGF en neuronas
simpaticas y sensoriales

1981

Unsicker

La resiembra de cromafinas p
NGF o AMPc favorece su agregacaén y el numero de

ellas que forman neuritas es menor

1981

Ziegler

La resiambra de cromafines previamente expuestas a
NGF o AMPc favorece su agregacion y el naomero
de ellas que forman neuritas s MeENOr COMo Ocurre
con las PC12

1981

Gunning

La exposicion simulténea a NGF y AMPc de

1982

Burnstein

cromafines, PC12 potencia @l crecimiento de neuritas.
ElI PMA activa PK-C y potencia el crecimiento de

neuritas en las PC12 previamente expuestas a NGF

1982

Green

El aumento en las concentracionas intemas de Ca++
son necesarias para la generacion de neuritas y
estabilizacion de filamentos de actina

Hoas—

Heideman

La exposicion simuitdnea a NGF y AMPc de las
cromafines, PC12 y neuronas favorece su
diferenciacion.

1985

Heideman

En las PC12 el AMPc potencia los efectos dal NGF e
induce la extensiéon de neuritas

1987

Moskal

El PMA activador de PK-C induce el crecimiento de
neuritas en &) SNC

1988

Rydel

El NGF y AMPc actuan sinergisticamente,
favoreciendo la sobrevivencia a Ilargo plazo y ia
formacion de neuritas en neuronas simpaticas y
sensoriales de rata

1988

Rydel

El AMPc favorece la sobrevivencia a largo plazo y la
formacioén de neuritas en las neuronas simpaticas y

sensoriales de rata independientemente del NGF.

1988

Wakabe

La combinacién de AMPc y NGF favorece |(a
sobrevivencia a largo plazo de Jlas neuronas
simpaticas y sensoriales de pollo, asi como también
el AMPc induce {a diferenciacion y el crecimiento de
neuritas en las células cromafines y en las células

PC12

1988

Hall

La esfingosina inhibidor de PK-C bloquea el
crecimiento de neuritas inducido por el NGF en las
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PC12

1988

Tischler

La diferenciacion y el mantenimiento del crecimiento
de neuritas inducidas por el AMPc en las cromafines
es similar al observado en las PC12

1988

Koisumi

La staurosporina inhibe el crecimiento de neuritas en
la células PC12

1989

Cho

El AMPc induce |la extension de neuritas de novo en

las cromafines, PC12 y neuronas simpaticas.

1989

Golubeva

El NGF activa la adenilato ciclasa y disminuye la
actividad de ia GTPRasa sin aumentar
significativamente los niveles de AMPc intracelular

1989

Maher

El ortovanadato un inhibidor de fosfatasas que
incrementa la fosforilacion de tirosinas no es capaz
de inducir por si solo el crecimiento de neuritas en
las células PC12

1989

Gonzailez

E1 AMPc estimula en las PC12 y cerebro ia expresion
de genes por activacion de la PK-A

1990

Green

La 6-tioguanina inhibe 1a Pk-N y el crecimiento de
neuritas en las PC12, neuronas simpdticas y
sensoriales.

1990

Pacheco

El AMPc induce L pronunci y rapi
el fenotipo de las células ci ines de ratas
en cultivo

1990

Tischler

En las cromafines, PC12 y neuronas simpaticas el
AMPc potencia los efectos del NGF

1990

Rogers

La entrada de Ca®" inducida por Bay K-8644 en
neuronas de ganglio cervical superior potencia et
crecimiento de neuritas

1991

Meakin

Los efectos del NGF se deben al aumento en los
niveles intracelulares de AMPc y /o activacion de Pk-
A

1991

Tischler

En las cromafines, PC12 y neuronas simpaticas el
AMPc potencia los_efectos det NGF

1991

Catt

El NGF activa la PLCy y fosforila fosfolipidos de
membrana formando dos segundos mensajeros el
diacilglicerol e 1P;

1991

Herman

El AMPc induce el efecto neuritogénico, mitogénico y
de sobrevivencia en las cromafines previamente
expuestas a NGF y PMA sin embargo este ultimo
favorece el fenotipo cromafin. Si han sido expuestas
previamente a NGF o forskolin se promueve la
formacion y el mantenimiento de neuritas. Las
cromafines expuestas a PMA por dos semanas y
resembradas con PMA, forskolin o su combinacion,

adquieren el fenotipo neuronal.

1991

Vetter

La PLC» interactua con trkA que activa la via Ras-
MAPK involucrada en la diferenciacion de las PC12
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1991

Schaneng-King

La union de NGF a tkA en las PC12 fosforila

hrosinas por la a idad del propio receptor
El Ca® medaa la nduccion de genes en respuesta a

1991

Sheng

1a ' que g a través de CREB que
funciona como un factor de transcripcion regulado por
Ca++

1992

Herman

Las cromafines expuestas por dos semanas a NGF
se transdiferencian en neuronas se vuelven

altamente dependientes de é!
La fosforilacion en residuos de tirosina por el TrkA se

1992

Berg

inhibe con S'meliltioadenosina asi como el
crecimiento de neuritas y a TrkA
La cinasa IP; interactua con trkA que activa la via

1992

Ohmichi

Ras-MAPK involucrada en la sobrevivencia de las
PC12
Ja con kA que

1993

Obermeier

La proteina Shc ir
activa la via Ras-MAPK involucrada en Ia

diferenciacion de las PC12

1993

Chen

En tas PC12 tratadas con NGF se fosforila MAPK y
se transioca al nicleo en donde diversos factores dtl

transcripcion son sus substratos. {
E1 DG estimula la PK-C que junto con el Ca” activan

1994

Berridge

1a via Ras-MAPK en las PC12 tratadas con NGF
El GTP acltiva Ras y fosforila Rat en las PC12

1094

Marshall

tratadas con NGF induciendo la diferenciacion celular.
Raf fosforila y estimula !a proteina cinasa MEKT cuya

1964

Cowiey

activacion es necesaria y sufdenlc para ciertos
de la dil iacion y iento neuritas

en las PC12 tratadas con NGF

Frodin

La adicion simultanea de NGF y AMPc potencia la
activacion de MAPK

Frodin

El AMPc y PMA tienen accion sinergista activan la
PK-C que estimula a ERK1 y MAPK

Young

La adicién simultdneas de NGF y AMPc potencia !a
activacion de MAPK que induce la diferenciaciéon en

las PC12

Rusanescua

La entrada de Ca® a través de canales voltaje
dependientes induce el crecimiento de neuritas en las
PC12 por activacion de la via Ras-MAPK y la
induccion de genes de respuesta temprana.

Una vez que el NGF activa la via Ras-MAPK fosforila

1995

Bonni

CREB que selectivamente activa genes de expresion
tardia que tienen sitios de unidon a CREB en regiones

reguladoras

El AMPc estimula la expresion de genes a través de

1996

Sun

1a fosforilacion de CRE

1996

Nakamura

La proteina adaptadora Shc en neuronas del sistema
nervioso central y PC12 activa MAPK dependiente

de Ras
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c) Receptores del NGF

El mecanismo por el cual el NGF ejerce sus efectos no esta bien entendido pero
es claro que el NGF se une a receptores especificos de ia membrana. En algunos casos
1] NGF-r P! se intemaliza y transporta hasta el nacleo (Yankner y
Shooter, 1979). £n todos los casos |a unién del NGF con ‘su p induce ios en
los niveles de varios sistemas de segundos mensajeros que determinan a su vez
cambios en la exprasion de genes, en la sintesis de proteinas y aumentc en el
crecimiento de neuritas y en la sobrevivencia celular.

La i6n de los P de para el NGF por Sutter en
1979 identifico un numero pequefio de receptores de alta afinidad y otro de menor,
<dando origen a ia nomenclatura de r P lento o i que corresponden al de alta

(HNGFTr o trkA) y de baja afinidad (LNGFr o p75), respectivamente. Se ha observado
que el receptor de alta afinidad es el responsable de ia aclividad bioldgica del NGF y de

su internalizacién.

Barbacid en 1993, prop algunos ! posi del ftuncior i de
estos receptores para el NGF sobre todo para el de alta que es a del cual
se inicia la seftal de transduccion.

un (fig 4a) prop que el r i a kA qui de ia
axpresion de p75, esto pemmitid disefiar un modelo en el que el de alta

P ser un plejo heter érico formado por una unidad p75 y otra trkA, aunque
no hay evidencias bioquimicas de su funcionamiento y en células PC12 mutantes en ias
que solo se induce (a expresion de p75 responden al NGF generando sitios de unién de
alta y baja afinidad.

Un segundo modelo (figura 4b) propone que el puede istir en un
aquilibrio dinamico entre estruct mor é y h i , el plej
homodimérico produce la fosforilaciéon de los residuos de tirosina que son producto de la
union del NGF con alta afinidad.

Actualmente se sabe que el trkA es el receptor para el NGF responsable tanto de
la internalizacion del NGF y como el productor de la transduccion de la sefal.

Una vez unido el NGF a TrkA en las células PC12 y neuronas, se produce su
dimerizacién, siendo el sustrato de este receptor las moléculas de tirosina, los primeros
sitios de fosforilacion son tres tirosinas localizadas dentro de la cinasa y posteriorrnente
dos del dominio externo. Las tirosinas fosforiladas por TrkA sirven como un andamio
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de su alrededor como sitio de

y los

P

11t

para

reconocimiento de moléculas efectoras.

(=
e
H

dm%ﬂv/// d
)Y

de Alta Afinidad como un Complejo

Heterodimérico b) Modelo que propone que trkA Coexiste en un Equilibrio

Dinédmico entre Estructuras Monoméricas y Homodiméricas.

que Prop

Figura 4 a) Model
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d) de T d 6n Ind por la Union NGF-trikA
Uno de los primeros eventos intracelulares que el NGF produce, es la
modificacion del estado de fosforilacion de proteinas ci ¥ nuch

: |
tirosina hi i una p 1a nuclear de 30 kDa, una proteina soluble de 100 kDa &
Nsp100, y otra de 70 kDa, la sinapsina (Romano, 1987), proteinas de neurofilamentos
(Aletta, 1989), proteinas de citoesqueleto (Landreth, 1987) y la proteina ribosdémica S6
(Mutoh, 1992). EI mecanismo de fosforilacién de estas proteinas puede estar mediado
por 1a activacion de: el propio receptor de NGF trkA, la proteina cinasa C (Pk-C), Ia
proteina cinasa dependiente de AMPc (Pk-A) o una proteina cinasa asociada a
microtubulos (Pk-MAP) (Sano, 1990). El mecanismo por el cual estas cinasas se activan

involucra mas de una via de segundos mensaj y hasta mensajeros, como
se muestra mas adetlante en 1a figura 6.

d.1) Vias Ras-MAPK

La unidn de Shc al sitio que activa trikA inicia ia via conocida como de la cinasa
Ras-MAP la cual es critica para que el NGF induzca |a diferenciacion de las PC12. Shc,
e3 una proteina adaptadora que participa en la activacion de Ras en respuesta &
factores de crecimiento, tiene dos dominios de uniéon a fosfotirosinas: un dominio SH2
en el extremo carboxil y otro (PB1) en el extremo amino (Ricketts, 19968). En neuronas y
PC12, Shc esta involucrada en I3 activacion de MAPK dependiente de Ras. Mientras la
parnticipacién ubicua de Shc como un molécula adaptadora en {a sefial de trasduccion se

incrementa en el tejido nervioso, su expresion es prender te baja en et cerebro
(Nakamura, 1998). Shc fosforila especificamente la tirosina 490 de trkA y sirve como
P ina P a que ia la iacion de proteinas adicionales, |a unién del

dominio SH2 de Shc a la proteina Grb2 y de esta ultima con el factor de intercambio Sos,
due intercambia GOP por GTP, activan a Ras. No se sabe si el complejo trkA, Shc, Grb2
y Sos, tiene unicamente la funcidén de permitir que Sos acerque a la membrana
ptasmdtica a Ras. La transiocacion de estas proteinas del ci ala

a
provocan la activacion Ras, que es una proteina G de membrana activada por GTP
(McCormick, 1994). La unién de GTP a Ras presente en las PC12 tratadas con NGF
activa la cinasa Raf (cinasa de serina treonina) (Marshall, 1994), la activacion de esta
forma de Ras es critica para que las neurotrofinas induzcan la diferenciacion celular.
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o la difer iacion celular

Al inyactar la forma active de Ras a las PC12, se p

i o los ef del NGF (Bar-Sagi, 1985) vy Ia ion de anti
contra Ras en las PC12 inhiben su difer » aun do NGF (H. 1988).
Cuando Ras, Raf y trkA se coexpresan en un sistema de baculovirus Raf fosforila
6n de Raf que ocurre en residuos de tirosina no se ha

tirosinas, sin bargo ia
detectado en PC12 estimuladas con NGF.

Unas vez da Raf, ilay imula Ia activikiad de una proteina cinasa
MEK1 cuya activacion es y sL § para ciertos aspectos de la
diferenciacion y imiento de de las PC12, mientras la expresion de la forma

negativa bloquea este efecto (Cowiey, 1994). EIl unico sustrato conocido de MEK1 es la
[ a i de la mi MAPK, que es una cinasa regu de fial

extemnas (ERKS). En las PC12 tratadas con NGF, MEK activada fosforila en residuos de
treonina y tirosina de MAPK y |a transioca al nacleo, los sustratos de MAPK son diversos

f. de trar ipcion y la i ica S6 (Chen, 1993).

La Rsk (enzima que cataliza al fosforilacion de S68) se han caracterizado en PC12
y ila f de trar ipcién como Elk-1 y CREB, b gt la expresion de
genes de respuestas temprana y tardia (Blenis, 1993), se ha propuesta que esta via

adaptada al sisterna nervioso genera prolifi on y dife ion celular.

A en 1995, trd r i de que el NGF y EGF inducen la
via Ras-MAPK con un curso temporal y cindtica diferente en las PC12. Mientras el NGF
activa ia via Ras-MAPK por varias horas en forma sostenida, el EGF la activa solo
transitoriamente (Qiu, 1992). A esto se debe que cuando el receptor para EGF se
expresa en PC12, se prolonga el tiempo para inducir Ras-MAPK y la diferenciacion.
Esta es la evidencia de que la cinélica de aclivacion es critica para determinar ia
respuesta biologica.

La diferencia en la duraciéon para que el NGF y EGF induzcan la respuesta Ras-

MAPK, refleja diferencias a nivel de receptor, en los que fosfotirosinas especificas dentro
inician la via de la cinasa Ras-MAPK se defosforilan

del receptor a EGF que

répidamente, mientras que |as del TrkA se
La capacidad del NGF para activar Ras-MAPK por varias horas puede explicar

cémo este factor induce la diferenciacion neuronal, la activacidon sostenida por la sefal
de Ras en las PC12 tratadas con NGF puede resultar en la fosforilacién sostenida del
CREB, que selectivamente activa genes de expresion tardia que

mas ler we.

factor transcripcionat
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tiene sitios de _unién a CREB en regiones reguladoras (Bonni, 1995). Estos genes se
activan en respuesta a NGF pero no a EGF y probablemente codifican para proteinas
que contribuyen a la adquisicién del fenotipo neuronal.

Al mutar trkA e interactuar con Shc se reduce la capacidad del NGF para inducir
la actividad de MAPK (Stephens, 1994), se ha demostrado que en PC12 que no
expresan trkA y no responden a NGF (Loeb, 1991), al transfectarse con TrkA normal se
restaura la respuesta al NGF y se induce Ras, MAPK y la diferenciacién neuronal.
Cuando el TrkA e ir P de ir 1ar con Shc se introduce a PC12 sin TrkA,
el tratamiento con NGF también induce Ras y MAPK, lo que sugiere que hay otras vias
para inducir Ras.

Un mecanismo alternativa para activar Ras es la induccién de la PICy (fosfolipasa
C y) que fosforila ia tirosina 785 (Y785) de trkA, al unirse Shc y Y785 fosforilada a Y490
de trkA que se ha mutado por fenilalanina, no se induce la sefial Ras-MAPK en

respuesta al NGF, lo que sugiere que al i trkA e ir sar con PICy, una sefial
pecifica se ice y activa Ras, la asociacion Ras y PIiCy resulta en |a fosforilacion

de tirosina y activacién de PICy (Vetter, 1991). )
La PICy activa genera diacilgliceroil e inositol tri (P)s se pi ]

por la hidrolisis de fosfolipidos de membrana (Catt, 1991) y aumentan de 2 a 5 veces su
concentracion 5 min después de haberse adicionado NGF a las PC12 (Hasley y
Jhonson, 1989) d do ti e después de 30 min (Altin y Bradshaw, 1990). El
iP5 al unirse a su receptor en el reticulo L P la tib 6n de Ca® al
citoplasma. Por otro lado se propone que el diacilglicerol osﬁmuli la PK-C, que por si
mima o junto con el Ca®’, llevan a cabo la activacion de la via de la cinasa Ras-MAP en
las PC12 tratadas con NGF (Berridge, 1993).

La delecion de trkA en una secuencia altamente conservada elimina la activacion
de SNT sin afectar la fosforilacion de trkA, Ras, PICy y la cinasa IP; por lo que SNT
define otra via de la actividad antimitogénica y neuritogénica del NGF (Peng, 1995). Una
posibilidad es que SNT funcionara como un regutador transcripcional de genes que

controlan el ciclo celular (Rabin, 1993).
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d.2) Participacion del Ca®
Rusanescu y cols. en 1995, encontraron que la entrada de Ca®
canales de Ca®* voltaje dependientes inducen el crecimiento de neuritas en las PC12 y
que existe una sefial de transduccién que el Ca®* promueve que causa la activacién de
tirosinas cinasas y la fosforilacion de tirosinas que resuitan en la formacién del complejo
Shc/Grb2 que lleva a la activacion de Ras y MAPK y consecuentemente la induccion de

* a través de

genes de respuestas tempranas.
) ca* 1 ha sido i

ya que el NGF induce aumento de concentracién de Ca® (Schubert, 1991; Lazarovich,
1988) y la liberacion de norepinefrina en las céluias PC12 (Nikodijevic, 1978). El aumento
de {Ca®" )i es necesario para la generacion de neuritas (Greene y Tischler, 1982), ta
astabilizacion de los filamentos de actina (Lankfor, 1989) y la regulacion de jos conos de
crecimiento (Kater, 1991). Se ha propuesto que la entrada de Ca®* en las neuronas del
ganglio cervical superior inducido por el agonista de canales de cakio Bay K-8844
e imiento de neuritas (Rogers, 1990). En las cétulas PC12 se incrementa ia

captura de Ca®* después de 5 min de la adicion de NGF. Esta entrada de Ca®’ puede
de canales tipo L, por lo que se ha propuesto a estos canales

i en los p de diferenciaciéon en las PC12

ir por bloqt
como la via de entrada de Ca™".

d.3) Partici de Fosfolipidos y Acti de PKC
La 1] lacion del i de ipi es un evento temprano en la
seflal de transduccién activada por NGF como o sugiere la rdpida incorporacion de

2pO, en el fosfatidilinositol estimulada por NGF en neuronas del ganglio cervical
), 1978) y de fosfatidilcolina en las células PC12 (Traynor,

st de rata (L
1982). Contreras y Guroff en 1987 mostraron que esta hidrolisis de los foslipidos de

membrana para producir IP; es dependiente de la concentracién extracelular de calcio
({Ca*" le) y que el aumento en la produccion de (P, en las células PC12 y en las
neuronas del ganglio cervical superior después de ia adicion de NGF es también
responsable del incremento en la concentracion de calcio intracelular ([Ca”‘}i), ademas
de incrementarse la actividad de la PkC (Cremis, 1986) que junto con el diacilglicerol
(Nishizuka, 1988) regulan la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmico al tiempo que
se inducen otros metabolitos o potenciales segundos mensajeros (Catt, 1991). Existen
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evidencias de que el IP, también participa en la entrada de Ca* por la mambrana
plasmatica (Putney, 1980), desconociéndose como se regula esta entrada, pero sin duda
es por una via que conecta el espacio extracelular con el reticulo endopléasmico de
donde se libera Ca** (Berridge, 1990).

La adicion de forbol tetradecanoil acetato (TPA o PMA), activador de Pk-C,
potencia el crecimiento de neuritas en las células PC12 expuestas a NGF (Burmnstein,
1982) e induce e! crecimiento de éstas en neuronas en cultivo del sistema nervioso
central obtenidas de cerebros de ratas fetales (Moskal, 1987). Por el contrario, la
esfingosina, un inhibidor irreversible de la Pk-C bloquea el crecimiento de neuritas
inducido por el NGF en las células PC12 (Hall, 1988). Sin embargo cuando la actividad
de Pk-C se elimina por exposicion prolongada de las células PC12 a esteres de forbol
( . 1987) el imiento de r it por el NGF no se inhibe, lo cual sugiera que
este proceso no depende unicamente de Pk-C (Reinhold, 1989).

Un grupo de genes llamados TIS cuya expraesion se induce por PMA (Lim, 1987),
o por ias concentraciones fisiologicas de 1Py y diaciiglicerol

i que [ { P de

pued ser
(Nishizuka, 1986), y responden a f. de
membrana y producen IP;, DG y aumenta la [Ca®* )i. El NGF y el PMA aumentan las
concentraciones intracelulares de sodio que potencian el crecimiento de neuritas e
induce los genes TIS en las células PC12 (Kujubu, 1987), los que participan en los
i pranos de accion de los factores neurotréficos. Por otro lado @) EGF
tiene efectos mitégenos en las PC12 e induce el o de uritas (Schubert,
1978), sin inducir la exprasion de genes TIS (Kijubu, 1987). Uno de los genes TIS, el ¢c-
fos codifica para una proteina aitamente fosforilada de 380 amir idos que se i
ean el NG donde ir Ga con mi 0os de proteinas de la familia jun. Las proteinas
FOS y JUN forman una proteina activador de la transcripciéon de promotores, astos
genes son importantes en la regulacion de la transcripcion de otros que controlan la

proliferacion y diferenciacion celular (Sheng, 1990).

d.4) Vias Independientes de Ras
Varias respuestas fenotipicas inducidas por neurotrofinas ocurren
independientemente de Ras. Se ha sugerido una via por la cual el NGF promueve la
excitabilidad eléctrica. aumenta l!a sobrevivencia y disminuyeN la proliferacion celular.
E! NGF aumenta ia actividad eléctrica en las PC12 regulando la transcripcién de flos
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¢ ripcional apr

genes para canafes de sodio, esta
despuds de 5 h de adicional el NGF por un mecanismo independiente de Ras

(Darcangelo, 1993). Se ha demostrado que la transcripcion de canales de sodio se
puedas inducir por un puiso breve de NGF y también por y interferon (Toledo-Aral, 1995).
Este hallazgo da la posibilidad de que la induccion de los genes de canales de sodio
pueden estar mediados por la via Jak-STAT (tirosina cinasa-transductor de sefal y

activador de transcripcion).
de las PC12 es la de

Otraviair T te de Ras i
la cinasa IP; (que es un heterodimero de 85kDa con un dominio SH2, una subunidad

reguladora y otra catalitica encargada de 1a fosforilacion del anillo inositol en la posicién

an la sobr

3°) que fosforila la proteina SNT (de! ingles, suc net factor

tyrosine phosphorylated target) dependiente de TrkA pero no de Ras, una vez
fosforilada SNT se transioca al nucleo, donde funciona como factor que regula al
transduccion y la transcripcion de genes que controlan el ciclo celular. Al adicionar
inhibidores de ia cinasa IP;, se promueve |a apoplosis en las PC12 aun en presencia de
i {[V1} . La § 'P’

NGF sugiriendo que su funcién es p
forrma parte de la senalizacion retrogada neurcnal, es decir Que es parte importante en el
P de vesicul de a de la axonica que es donde el complejo

NGF-TrkA al ser intemalizado activa la cinasa IP,.

e) de Tr i6n Induci por p75
Adernds de la union de las neurolrofinas a su receptor especifico, éstas

ir n con un comtn p75 (Rodriguez, 1992), al expresarse en células que
i i en la apop is (| i Y, 1993) y Ia

responden a r C finas ha sido T4
migracion celular (Anton, 1994), y p. no serr rio para muchos de los aspectos
Esto lo sugieren varnas evidencias, la primera es

de las sefiales de jas neurotrofinas.
que algunas células que responde a neurotrofinas que expresan trkA pero no p75 se

diferancian (Knusel, 1994) segundo es que las PC12 mutantes que no expresan tikA y
s0i0 expresan p75 no se diferencian en respuesta al NGF (Loab, 1991) y tercera es que
al NGF mutando que puede unirse unicamente al receptor trkA y no a p75 pueden iniciar

la diferenciacion neuronal de las PC12 (ibanez, 1992).
No obstante que p75 no se requiere para la sefial de neutrofinas, su presencia

modula la respuesta celular del NGF, por ejemplo la presencia de p75 parece aumentar
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Ia sensibilidad de trkA al NGF. Esto ha sido demostrado porque en neuronas sensoriales
de ratén cuyo gene de p75 se ha eliminado requiers de altas concentraciones de NGF
para sobrevivir y en una curva dosis-respuesta la presencia de p75 potencia la respuesta
al NGF. Ademas ia coexpresion de p75 y trkA en células precursoras neuronales,

incrementa ia fosforilacion de trkA y aumenta la respuesta biolégica del NGF cuando se
compara con células que solo expresan trk (Verdi, 1994). Cuando la union de NGF a

P75 se inhibe selectivarnente, {a union de NGF a tskA también se reduce, asi como otras
ipi de las PC12 expuestas a NGF (Barrer, 1994).

3T3 trar con el kA y la
se encontro incrementada la

Bioloan

En un estudio con fibr
moilécula p7S mutada en un dominio extracelular,

sensibilidad de trkA. Sin embargo, no se sabe si p75 modula la funcién de TrkA
ite o 1do otra via, una posibilidad de

afectando la funcion del r P dir
que p75 par si mismo produzca una seiial, ya que el pegado del NGF a p75, en ausencia
1994) y también genera

de trkA, activa la via de esfingomielinasa (Dobrowsky,
celular (itoh, 1995).

como bios en la adt

respuestas biologicas
La via de la esfingiomilinasa se caracterizé originaimente en la via originada por

TNFa y esto se debe a que p75 esta relacionado estructuralmente con el receptor pS5
que ia acti ion de p75 sea por

del TNFa (Smith, 1994), no es sorprendente er
a misma via. El TNFa unido a su receptor produce la activacion de una esfingomielinasa
asociada a !la membrana, que parte a la esgingomielina y produce ceramida y

1e La se une y activa una proteina cinasa de 100 kDa y activa una
cinasa de serina-treonina que a la fecha no se ha clonado (Joseph, 1994).

'y

f) Caracteristicas del dbAMPC y de Tr
El AMPc es un segundos mensajero que también regula ia transcripcion y
expresion de genes tempranos de a través de la fosforilacién de factores de transcripcion
y represores . Los genes de respuesta tardia se inducen dependiendo de la sintesis
lenta de proteinas después de la induccién de los genes de respuesta temprana, pero el

mecanismo que (o regula se desconoce.
Existen abundantes evidencias de que del AMP ciclico (AMPc) tiene efectos

similares a los de! NGF sobre la diferenciacion neural, en células PC12, neuronas
simpdéticas, neuronas sensoriales y células cromafines. En estos estudios se han
utilizado analogos como el dibutiril AMPc (figura 5) que son altamente permeables en la
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membrana, y una vez dentro de la célula forman dos derivados monocbutiriicos, uno de
f i e incrementa la concentracion intracelular del

ellos ir i a la
AMPCc(O Neill, 1975).
o

)
NH - C - CHz- CHz-CH»

N, N
O CH;
[=]
]
o=P-0 O-C-CHz~CHy;-CHa
ONs

Figura S Estructura Molecular del dbAMPc (N°, 2°O-Dibutiril Adenosin

3 :5 Monofosfato Ciclico)

que p

No obstante, el AMPc es solo uno de los mtiltip J)
durante la transduccion de la seial iniciada por la unidén del NGF a su receptor. (véase Ia

tabla 1). Como se menciono los eventos bioquimicos promovidos por el NGF inducen
que se manifiestan como

cambios en el cicio celular, r itogénesis y ivencia,
alteraciones en la expresion de genes.Se ha observado que andlogos de AMPc inducen

la formacién de procesos (Schubert, 1978), potencian el crecimiento de neuritas si se
adiciona junto con NGF (Gunning, 1981; Heidermmann, 1985; Frodin, 1994) y potencia ia

activacion de la MAPK (Frodin, 1994, Young, 1994).

23



También se ha demostrado que la cinasa reguladora de sefales extracelulares
(ERK-1) y la proteina cinasa activador de Ila mitosis (MAPK), se activan/fosforilan en las
PC12 en respuesta a sefales extracelulares fosfodiesterasa (Young, 1994).

El AMPc estimula la expresién de numerosos genes a través de la fosforilacion de
CREB en ia serina 133, la fosforilacion en este sitio induce la expresion de genes
especificos promoviendo la interaccion entre CREB y la proteina nuclear CBP, sin
embargo esta union no es suficiente para la respuesta de transcripcién del AMPc (Sun,
1995).
Se ha propuesto que la activacién sostenida de la MAPK es necesaria para la
diferenciacién de las PC12, esa diferenciaciéon puede inducirse por el CPT-AMi’c
(analogo de AMPCc) que activa MAPK, también puede activarse por agentes que actuan

a través de la adenilato ciclasa (Young, 1994). Por otro lado el AMPc también estimula

en las PC12 y en el cerebro la expresion de genes por la activacion de la PK-A
(Gonzalez, 1989) y esta media la fosforilacion en Serina 133 de! factor nuclear CREB.
La transcripcion dependiente de AMPc y la fosforilacion de CREB es maxima después de
30 min y disminuye entre 4 y 6 hs después (Armstrong, 1995).

Se ha propuesto que el mecanismo por el cuai Ca** media la induccidn de genes
en respuesta a la depolarizacion de la membrana es a través de CREB que ha

demostrado funcionar como un factor de transcripcién regulado por Ca®*, CREB se
izacion de la m brana, al mutar este

fosforila en la serina 133 después de la dep
sitio, se incapacita a CREB a responder 2 Ca®’, lo que sugiere que una senat eléctrica

se transduce al nucleo, donde CREB funciona integrando las sefales de Ca®" y AMPc
duccidn que se ivan en

(Sheng, 1991). La figura 6 muestra las diferentes vias de trar
las células por sefiales externas como el NGF, AMPc y Ca®", y que participan en la
divisién, sobrevivencia y diferenciacion de las células PC12, neuronas simpaticas y

céilulas cromafines
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@) Efecto de Glucocorticoides

Contrariamente a io que ocurre con el NGF y los andlogos de AMPc en las PC12,
las neuronas simpdticas y sensoriales, y las células cromafines, en las que ambos
factores favorecen su neurogenizacion, los glucocorticoides son de gran importancia en
{a diferenciacidn y el mantenimiento del fenotipo cromafin, ya que no sdlo son capaces
de inhibir la transdiferenciacion de las PC12 y célutas cromafines a neuronas simpaticas
in vitro, sino que también se ha demostrado que son un factor que favorece su
sobrevivencia (Doupe, 1985a). Los glucocorticoides actuan estimulando |la expresién de
la feniletanoimina N metit transferasa enzima que participa en la sintesis de la adrenalina
a partir de noradrenalina y la expresién del gene que codifica para la sintesis de esta
enzima en las células cromafines, pero no en las neuronas simpaticas. Simultaneamente
los glucocorticoides actian inhibiendo la diferenciacion neuronal inducida por factores
neurotroéficos.

En 1978, Unsicker, demostré que el crecimiento de neuritas inducido por el NGF
en células cromafines postnatales en cultivo, podia bloquearse © retrasarse por

P iGn a gt icoides. En base a estos halltazgos se ha propuesto que la alta
concentracion local de esteroides producidos por la corteza adrenal induce y mantiene el
fenotipo endocrino de las células cromafines in vivo (Roos, 1991). Los efectos de los
glucocorticoides parecen estar mediados a través de receptores intracelulares gque
controlan diferentes eventos durante el desamollo. Estudios farmacologicos han

demostrado que se requiere una dosis cinco veces mayor de glucocorticoides para
inducir la mitad de 1a maxima expresion da PNMT, que para inhibir ia mitad del maximo
del crecimiento de neuritas, lo que indica que se requiere de mayores concentraciones
de glucocorticoids para inducir 1a transcripcion de PNMT, que para reprimir 1os genes
especificos de neuronas.

Otras evidencias apoyan la hipd is de los gl
sefal importante en la diferenciacion. Por ejemplo, si las células progenitoras

constituyen una

simpatoadrenales se cultivan por dos dias en ausencia de glucocorticoides, un aito
numero de ellas extienden neuritas y no son capaces de expresar PNMT en respuesta a
Ia adicidn posterior de glucocorticoides, como si la diferenciacion neuronal estuviera
comprometida. Si la diferenciacion neuronal se suprime con progesterona durante un
periodo inicial, un gran namero de células precursoras pueden expresar PNMT. Asi que
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el primer paso para la diferenciacién cr 1 {la inhibicién del P iso neuronal) es
un prerequisito para el segundo paso (la expresion de PNMT). Este mecanismo asegura
que la adrenalina sea sintetizada solo por un grupo de células progenitoras que migraron

primero a la glandula adrenat. Sin embargo una p ion i e pequena (209%)
de las células cromafines no expresan PNMT (Michelson y Anderson, 1992).

h) Pr § del Ci Neuronal como Marcadores Neuronales
Cochard en 1984, mostré que la

P ion de neurc nos (NFs) en el
sistema nervioso central de embriones de ratén, sigue un curso temporal caracteristico.
Las subunidades de neurofilamentos de bajo y medio peso motecular (NF-L y NF-M)
aparecen casi simultaneamente y la de neurofilamentos de alto pesos molecular (NF-H)
se expresa en células postmitoticas. Los NFs aparecen tempranamente durante la
diferenciacion del sistema nervioso central y el periférico, teniendo una estrecha

Y con la iniciacion del crecimiento de los axones. Posteriormente se expresa la
vimentina, coexistiendo con los NFs y proteinas relacionadas con 1a neurotransmision.

Los neurofilamentos aparecen en el cerebro y la médula espinal en los
embriones de ratade 10y 11 di‘as. y se extienden rostral y caudalmente en el cerebro y
meédula espinall. a fos 12 dias en somitas y a los 15 y 18 dias en el romboencéfalo.
Estudios inmunohistoquimicos de Cochard muestran que a los 9 dias de gestacién los
somas se tien unicamente con NF-L y NF-M y en estados posteriores con NF-H, lo que
sugiere que cada proteina tiene diferentes patrones de expresion durante el desarrolio
embrionario en diferentes regiones del sistema nervioso central. Estos hallazgos son
apoyados por Shaw, quien en 1982 encontrd que en el sistema nervioso central los NF-H
se expresan postnataimente. En algunas neuronas las tres subunidades de NFs se
expresan simultaneamente, cabiendo la posibilidad de una expresion secuencial en
cierto tipo de neuronas. La correspondencia entre la formaciéon de procesos y la
expresion de neurofilamentos puede establecerse a nivel celular. Los neurofilamentos

también abundan en el soma de neuronas p itoti cuyos pr se han retraido
o perdido.

tas células de las crestas neurales no expresan caracteristicas adrenérgicas
durante su migracion. La sintesis de catecofaminas y sus enzimas TH y PNMT aparecen
cuando las células estan cerca de la aorta para formar la cadena simpatica primaria. En
el embridn de raton la diferenciacion catecolaminérgica se inicia a los 10 dias en las
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neuronas simpaticas, estado preciso en el que aparecen por primera vez células con

neurofilamentos, lo que supone una correspondencia ial y temporal muy a

qQue correlaciona la expresion del fenotipo neuronal y la produccion y libaracién del

neurotrasmisor,
Estudios hechos por Ehriich en 1994 con inmuncitoquimica, demuestran que las

células cromafines ratas fetales de entre 8 y 15 dias coexpresan la PNMT y los

células pi ) la

neurofilamentos. En ratas postnatales y adultas estas

expresiéon de los neurofilamentos.

La expresion de los genes para NF-L coinciden con la aparicion de neuronas
postmitoticas (Leconte, 1994). Analisis sobre el desarrollo del sistema nervioso central
RNAmMm par NF-L es cercanamente posterior a la

revelan que Ila expresion del
Las

diferenciacion de neuronas de gran tamafio durante la neurogénesis postnatal.
neuronas que se diferencian tempranamente como las piramidales, las del tallo cerebrat
¥ nucteo talamico expresan altos niveles de RNAmM NF-L el primer dia del nacimiento.
Esta expresion temprana del RNAmM NF-L se requiere para el mantenimiento de proteinas
de neurofilamentos que se detecta en los axones de neuronas de gran calibre, mientras
que las neuronas pequefas que se diferencian tardiamente muestra una menor

exprasion del RNAmM para NF-L (Kure, 1995).

Los neurofilamentos son el principal
que tienen un aito grado de ordenamiento estructural compuesto por arreglos paralelos
de filamentos de 10 nm unidos entre si por puentes que controfan el espacio entre ellos,
en donde la porcidn carboxil terminal de los NF-M estan relacionadas con la formacién
ensamblaje de los filamentos, a mantener su arreglo

ente del ci quelto de los axones

de puentes ayudando at
longitudinal, el espacio entre tos filamentos y a mantener Ja estructura polarizada de la

neuronas {Xu, 1994).
Recientes evidencias sugieren que el diametro de los axones esta controlado por

el estado de fosforilacién de los neurcfilamentos (Starr, 1996) y que el ensamblaje de

estos esta dado principaimente por subunidades o pequenos oligomeros de NFs que son

transportadas lentamente (Terada, 1996).




OBJETIVOS

Numerosas evidencias xperi dem ' que las células cromafines

. h la idad de ponder /in wviro a factores trdficos como el NGF
iniciando un pr de dif iGn ] que p i comunes
con el p de diferenciacion r I i égico seguido durante e desarrollo embrionario
por las células del linsje simpatoadrenal que dan origen a ias neuronas simpidticas. Este
[ de dif ioN es mi por Qoas que los ni intracelulares de
i de Ia de seflales que se inicia por

AMPc, el cual ha sido propuesto como un
i@ unién de! NGF a su receptor. Entre los aspectos que no estén
as cusdl es el curso temporal de los efectos del NGF. Por ejemplo, se desconoce cudl es la
iatencia de sus efectos, ni si éstos se inician gradusimente o en forma dréstica. Tampoco se
conoce si el NGF ejerce su accién de manera de swith (esto es, si una vez iniciada la
it iacion ésta s en forma independiente del estimulo que la encendid) o si se
requiers ia presencia continua del estimulo para que ésta prosiga. Lo mismo puede decirse de
fos efectos del AMPc.

Se sabe que durante el proceso de diferenciscion
que pueden adoptar. Asi, se

e estudi

las células iniciaimente

pluripotenciales van imitando & esp de il fenotip
sSupone que a partic de un cierto Mmomento de su diferenciacion las células se encuentran
& te P id; a sk un f ipo ok Por e} io, las

OQi te dursnte e desarrolio se encuentran

neurcnas simpiticas que se dif
eunmwnseonmrmoﬁpomm al grado de qQue requisren del sporte de factores

para su N
un ‘ te que ser es e] estudiar en el procesos
mawmwmuse‘uumm el grado de
on los diferentes .shdlos Es decir. hasta qué punto de Ia neurogenizacién inducida por ¢
NGF todavia es p rtir sus ya sea por su remocion del medio de cultivo o por
ia exposicion a uﬂlnl hormonales, como los glucocorticoides, que instruyen a la céiula a

un fenotip 1. Preguntas puaden piar de los
! idos por and P del AMPC.

Finaimente aunque el NGF y el AMPc puedan inducir cambios similares en las
i fenoti| de las célutas fines, se 10ce si todos los efectos del

NGF son mimetizados por ef AMPc. Ad as de p ol curso de los de
id en neu

ambos agentes, seria deseable saber si las células artificial e cor
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T e

4

por i se portan de ia . O 8§ Y dlif ]
que puedan atribuirse a los distintos mecanismos de accién.

En los que T en ol p de dify idn artificial inducido por e!
NGF o dbAMPc o inhibido por la se ven involl ia expresion de g
que se sncontraban i o repri en las cor 3 in vivo y que las proteinas
MAP2 y NGFE8, estas utti consi neuronales, son proteinas productos

de Ia expresion de novo de los genes que las codifican, y que una vez que se presentan
resultan de gran importancia pues forman parte del citoesqueleto neuronal que no solo

mantiene la morfologia y polaridad de las neuronas que esta ] con su o

i ¥y que én son las P det P de ned que es o
que probablemente ocurra en los transplantes y por ello se da la rec 0N
funcional.

No obstante de existir otras herramientas que nos permitan cuantificar la expresion de
estas proteinas como el uso de las PC12 e inmunobilot, r utize estas o
pues consideramos px ser un de dif: -1 6n mas p. ido a lo que ocurre in
vivo y en este se evalua 0 Que OCUITe CoNn MAas P ion en cada célula dif iad:

OBJETIVOS PARTICULARES

En este i laa los ef del NGF7S y det dbAMPC sobre la expresion de los
NF88 como un parametros de la transdif 1 ar i de las cétul
cromalines, asi como la Y @ inhibicion que la i sobre los efectos
inducidos por el NGF7S. La expresion de los NFE8 se detectd utilizando anticuerpos
marcados con FITC y se cuantifico en base a la técnica de fit cuantitativa.
en jos ar tes mencionad 411 jeti particulares fueron:
1) Establecsr |a dosis optima de dbAMPc con la que una Y v de célul

cromafines PNMT+ se transdiferencian.

2) Realizar un analisis morfométrico de las células vas p b de ar 1!
de 3, 10 y 30 dias de edad. Estos cultivos se exp ) erd te por 3, 8 15 dia a
NGF7S y dbAMPCc, con el fin de una ion de la diferenciacion inducida

on las células por cada factor, asi como la edad de los  animales en la que se obtiene un
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mayor porcantaje de cromafines PNMT+  transdiferenciadas y @l tiempo de cultivo con el que
se logra esta diferenciacion.

3) Obtener datos basado en una té de fit Qi cuantitativa utilizando
anticuerpos marcados con FITC y validar el sistema para poder utilizario en la cuantificacion de
ia expresion de los NFE8 como marcador especifico de Ia transdiferenciacién neuronal

4) E un curso de los efe det NGF comparando éstos con
ios efectos de AMPc.

5) Estudiar como se afecta ef curso temp ) de los ef del NGF, cuando este factor
s@ rotira del medio o cuando se » 1@, factor inhil io de la dif '
neuronal.

8) Averiguar si los gl P inhibir o revertir los efectos del NGF7S, una

vez que astos $& han iniciado.

¥ Conocer cudl es e! tiempo durante et p de geni 4n en of cusi este factor
es mas eficients para llevar a cabo su accién inhibitoria.

N resultac que o NGF7S y ef dbAMPCc no s6io inducen cambios
morfoidgicos en las Células cromafines in vitro sino que én son de ir un
curso la exp! 6n de neuronales como los neurofilamentos.

Este marcador neuronal existe en cantidades apenas detecitables en las células cromafines
control, pero su expresion se induce ILegQO de ia exposicion al NGF7S hasta aicanzar niveles

a los er en las Inpdth de! ganglio cervical superior. La
) int sobre la del NGF7S y revierte sus efectos una
vez sstablecidos en un grado que depende deol ti de icion a
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MATERIAL Y METODOS

a) Cultivo de Céiulas Cromafines

Se j en i de il
Wsurmachodo 10 dias de edad y se colocaron en un caja de pelri que contenia una
solucién Spinner sin Ca?” (Sigma S-6011), 0.1% de albumina bovina (BSA) (Sigma, ABS14) y
1mI100 mi de antibidticos y antimicttico (AB/AM) a las dosis recomendadas (Sigma, A7292).

b gléndulas suprarenales de ratas

Una vez ias gléndul se el 6 a de la édula sup bajo un
i pio de yuc.mrmmoﬂ)mlnaaoorpm el tejido resultante y se incub6
con ia solucion de Sp anes icionada con: 2 mg/mi de asa tipo 1
(Worthington CLS1) y 2 pg/mi de DNAsa tipo | (Sigma, DN-25). Ei tejido se disocio
e pask #0 POr UNS pipeta pasteur y se incubd por 30 min a 37° C en un bafto,

transcumrrido este tiempo af tejido 8. centritugd 10 min a 800 rpm  y se resuspende con una
pip ar it en una soluciénn que Via 2 pg/mi de DNASa tipo | y se lavd
dos veces bajo las iciones de centri . El botén se resuspendic en 1 mi de

medioc DMEM (Gibco, 430-1800EB) suplementado con: 10% de suero fetal bovino (Gibco,
26140-012), 2 mM de L-glutamina (Sigman, G7513), 4.5 ug/m! de insulina (Sigma, 11881) y
AB/AM, e cual se utilizé como medio normal © control. Se evalud ia viabilidad por exclusidon
de azul de tripano 4% (Gibco, 830-5250PE), obteniéndose mas de un 90% de viabilidad
Hular, se P i & ef cultivo.
Las se auna k de 1x10° celulas/mi en vidrio del no. 1 de
grosor (Fischer, 12-542A) previaments lavado, esterilizado y ﬁn.lmomo recubierto con poli-I-
lisina (Sigma . P5899) 0.10 my/ on una solucit i; (Sigma, da T1535 y
base T-1410) 0.05M y pH 7.4 a 38° C sobre cajas de cultivo de 24 pozos (Costar, 3513).
se utilizartn las dosis de sustancias que fueron

de cultivo normal, siguiendo el pPOIOCOIO quUe S8 explicara

En las cor

at
e en O 1
Factor de Crecimiento Neural 7S (NGF) (Sigma, NO513) 100 ng/ml
Dibutirit AMP Ciclico (dbAMPC) (Sigma, D0827) 1mM
5 uM

Dexametasona (Dx) (Sigma, D4902)
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b) Cultivo de Neuronas Simpiticas

Se extrajeron en condiciones i ganglios cer de ratas Wistar
macho de 10 dias de nacidas y s& colocardon en una caja de Petri que contenia una solucion
Hanks sin Ca®* ni Mg** (Sigma, H2387) 0.1% de BSA, y TmlV/100 mi ABJAC, bajo microscopio

de diseccién los ganglios se cortardn en 5 & 6 porciones, para ser di ean ia

solucion Hanks con 0.1% BSA, que se adiciont con 1 mg/ ip (Worthington, TRL) y 2
ug/ml de DNAsa, dejéndose en estas condiciones por 30 min a 37° C en un bafio,
posterionmaente el tejido se centrifugo 10 min a 800 rpm, se jo el sob dante y se tratd
con Inhibidor de tripsina 2 ug/ml (Sigma, T6522) en medio DMEM con 5% de suero fetal
bovino por 5 min a 37° C y finaimente se incy Yy con sa tipo | y DNAsa por 20 min
& 37° C, o tajido se disocié mecénicamenta con una pip ar silicor ¥ se& lavo dos

vecss por centrifugacion a 800 rpm por 10 min en solucion Hanks, la suspension celular se
resuspendio en 1 ml de medio DMEM suplementado con: 10% de suero fetal bovino y se

o dio6 & e ia viabi por exclusion de azul de tri dose los cuitivos
al encontrar més del 90% de viabilidad.

Las células se a una idad de 1x10° célulk sobre cub % de
vidrio del no. 1 cCOmo 8 iond ar ¥ sobre cajas de cultivo de 24 pozos,
on ol medio DMEM con 10% de suero fetal bovino v 10 ng/ml de NGF 7S. Esta es ia dosis

7 que Ia sob de tas i

Tanto para neuronas como para cromafines, ¢l medio se sustituye por medio fresco
cads 72 s, y ol de fos os O dias de exposicion, los cultivos S8 procesaron
ir para i § mica con anticuernpos contra PNMT iehdo el p
del conjugado ina-pe i y en una seguixia etspa para inmunofiuorescencia
con anticuenp neurofil de 68 kDa (NFE8), o la gia que &
contir cion se i
c) b con Conj A Biotina-Per

Las células se lavaron dos veces con una solucion salina de butfer de fosfatos (PBS)
(Sigma, de sodio & S5011, de sodio dibdsico S5138 y cloruro de
sodio S5888) 0.1 M pH 7.4, se fijaron en paraformaidehido (Sigma, P6418) al 4% en PBS frio
por 2 hs, se lavardn tres veces con PBS 0.1 M pH 7.4, se preincubaron por 2 hs a temperatura
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ambiente con una solucién trizma (TBS) 0.1 M pH 7.6 (Sigma, trizma hidroclaorada T1535,
trizma base T1410 y NaCl S5886), con 3% de suero normal de cabra (Vector, S1000) y 0.3%
de Triton X-100 (Sigma, X-100) transcuftido este tiempo se incubaron por 12 hs a
temperatura ambiente con et anticuerpo primario contra PNMT (Eugene Tech, TE104), el
anticuerpo estdé hecho en conejos inmunizados con @sta enzima extraida de glandula adrenal
de bovino. El anticuerpo se dilulyé 1:1000 con TBS y una vez transcurrido este tiempo de
incubacion se lavaron tres veces con PBS y se incubo en una ig G anticonejo biotiniiado
hecho en cabra (Vector, BA-1000) a una dilucion 51000 en TBS y simultdneamente se
preparan avidina y biotina (Vector, PK-6102) con 2 ul de cada uno en 1 mil de TBS. &
anticuerpo secundario y avidina-biotina, se dejaron a temperatura ambiente por 2 hs,
transcurrigo este tiempo se elimind el anticuerpo secundario y se lavaron 3 veces con TBS, se

0 ta idina-b

ina con TBS y se incubaron nuevamente por 2 hs. Al término de este
tiempo se prepard una solucidn de 100 mi de TBS y 0.010 g de diaminobenzidina (Sigma,
DS5S837) en un vaso de precipitado cubierto con papel aluminio, se retiro la avidina y biotina,
se lavaron 3 veces con TBS y se agrega 1 mi de 1a solucidn de diaminobenzidina que se deja
actuar por 10 min, p te se adicioné 10 ul de peroxido de hidrogeno al 30% (Sigma,
H1009) y se deja actuar 3 min. Se &limind esta solucion que se deposito en una solucion de

hipoclorito, asi como el material utilizado, que en el caso de ser desechable se coloca en un

recimpientedonde se desecha material peligroso (carcinogénico). Finalmenta se hicieron

preparaciones permanentes y se procedio al analisis de las células inmunoreactivas bajo los
siguientes criterios: Se evaluaron tres cultivos para cada condicion por duplicado y de cada

preparacion se evaluaron 100 células con inmunoreactividad para PNMT, entre ellas se

distinguen las que forrman procesos y las que nos los forrman, para obtener de esta manera un
porcentaje de neurogenizacion, en cada una de estas células transdiferenciadas se contaron
el nimero de 1os procesos formados y se midié 1a longitud de cada uno de ellos y al final se

obtuvo un promedio de esta medicion. Para que se consideren como cromafines

neurogenizadas los procesos deben de medir al menos el doble del

diametro del cuerpo
celular.

d) iInmunofiluorescencia.

Las ceélulas se lavaron dos veces con una solucién PBS (0.1 M pH 7.4, se fijaron en
paraformaldehido (Sigma, P6418) al 4% en PBS frio por 2 hs, se lavaron tres veces con PBS
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0.1 M pH 7.4 y se permearon con una solucion de PBS con BSA (Sigma, AS418) 3% y triton
X-100 (Sigma; X-100) 0.3% (v/iv) por 30 min. A partir de este paso todo se realizo a
P se elimind asta solucion y se 6 el anti
primario contrs NFE8 0 MAP2 a una concemracion 1:400 por 2 hs,
El anti-NF68 (Sigma, N5139) p las siguientes i : es una

inmunogiubulina G1 (Ig G1) moncocional derivado de un hibridoma producto de la fusion de
i y b

de ratdn inmunizado. Los neurofilamentos purificados provenien
de la médula espinal de cerdo. El anti-MAP2 (Sigma, M4403) es una inmunoglobulina G1 (Ig

G1) monocional producida de microtubulos de cerebro de rata utilizada como inmunégeno en
ratones y que tiene alta por

dendriti de neu cer !

. at ar
con tejido humano, de rata, raton, bovino y polio).

Una vez transcurrido este tiempo, se elimind el anticuerpo primario y se lavaron tres
veces con PBS y los cuboreobjetos se incuban por 2 hs con un anticuerpo secundario anti-

ratén cony do con i iocianato de fluoresceina (FITC) a una concentracion 1:125, (Sigma,
F2268), esta anticuerpo es una Ig G monoclonal raton da en oveja.
Una vez transcurrido este po de if 1, los por ) se 3

con solucidn PBS y se montardn en PermaFluor (Inmmunon, 434990) que es un medio

especial para tejido tratado con FITC sobre portacbjetos del no. 1 y de 25 mm de didmetro
(Thomas Scientific, 8662-F87).

) de A y Ané

de imé

Para detectar a las proteinas de citoesqueleto de neuronas y células PC12, han sido

utilizadas varias técnicas entre ellas la inmunofluorescencia, en la que los anticuerpos han
sido conjugados con fluordforos como el i

ato de  fluo i (FITC). La
caracteristica util de la FITC es 1a de tener un espectro de excitacion con una longitud de onda
de entre 400-520 nm con un punto maximo de emision en 535 nm.

Para el andlisis al microscoplo de las células cromafines transdiferenciadas -
inmunoreactivas a anticuerpos contra neurofilamentos de 68 kDa (NF68), en nuestro caso se
utilizé el si que se esql

en la figura 7, que consta de un microscopio invertido
(Nikon Diaphof) con una fuente de iluminacion de mercurio (Nikon, HB-10101AF) y una

combinacion de filtros para epifluorescencia (Nikon B-2A DM10) con las siguientes
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caracteristicas: un filtro de excitacion en el rango de 450-490 Nm (este components transmite
1| luz a la longitud @ onda que excita al fluoréforo y elimina la longitud de onda no necesaria),
un ) - que Ur P ite ol paso de la fluorescencia emitida a 510 nm (es
un fittro de interferencia de 45° que refieja ia fuz de ] 6n hacia o ¥y transmite
an ia longitud de onda de emisiin del fluordforo) y un filtro barrera de 520 nm (4ste slimina (s
longitud de onda no absorbida por el fluoréforo y transmite sélo la itida por el fluord ).
Ademis se utiliza un objetivo (Nikon, CD Fluo DL) para fluorescencia con apertura numerica
de 1.3 y de aumento 40X, un ocular 10X y un espejo B0/20 que permite al experimentador
observar el especimen con sélo 20% de la tuz emitida por el fluoréforo y dirige el 80% de Ia
fluorescencia emitida por 1as células a una cédmara CCD de 1000 x 1000 pixeles. Usamos un
tiempo de expsocion de 1.5 a 2 seg. La imagen se adquiere por una tarjeta Matrox y
digitatlizada con 16 bits de resolucién (32 000 tonos de grises). Luego es aimacenaron en un
disco de lectura optica, para que filr e se anali ' y evaluaran por el programa image
Pro-Plus ia Cy i que convi las i ‘es de B bit y 256 tonos de gris.

El procedimiento, como se muestra en la figura 8, consiste en adquirir imagenes tanto
de céiulas aisladas como de acumulos de ellas, esta adquisicion se realiza exponiendo las
céiulas por 1.5 seg. Una vez adquirida y digitatizada, se definen arbitrariamente areas sobre
las céluas con circuios pequefios dentro de la célula que esta siendo analizada, obtenidndose
una serie de valores que definen como (Xi), en |a misma imagen se tiene dreas fibres de
céluias marcadas en donde se evalud ia fluorescencia de fondo o background (Xo), en eflas
tambien se definieron arditrariamente areas. E) p io de Xi del p io de Xo,
nos da el valor de la intensi de la i ia corregida (Xt). o sea Xt = Xi - Xo. Los datos
numéricos obtenidos de esta manera permmite convertit una caracteristica cualitativa en una
cuantitativa.

De cada 1tos 56 i 1 tres rep iones, eén cada uno se analizaron entre
20 y 30 células i en dif de las prep 'es que se evaluaban
por duplicado.

Una vez obtenidos los vak son pi en un prog para g ion

Plot con el que también se realizan las pruebas de significancia estadistica
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RESULTADOS

a) Andlisis Morfométrico

Para a

[ i ion del dbAMPC en Ia transformacion de las céiulas

830 P di® a una curva dosis respuesta y se evalué por
inmunocitoquimica para PNMT el porcentaje de células net

o (ver mé
La figura 9 muestra que a ias concentraciones de 0.1 y 1.0 mM de dbAMPc, los
porcentajes de fi que ' p después de 8 dias de exposicion
continua aumentan 1.5y 2.5 j . al con el control. Las

diferencias fueron significativas con una p < 0.05. Se decidit utilizar ia dosis de 1 MM de
dbAMPC pars los experimentos subsecuentes.
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CONTROL 0.01 X} 1.00 (mM)
Figura 9.- de on de C C i en Cond
cml v Expu.ﬂ.s por 8 Dias a Dif C d. dbAMPc {(n = 100
por on dos (- i P “pPLOOSal

compararse con el comrol).

39



Para a de ta de células cromafines obtenidas de

snimales de distinto grado de madt i se culti Y células cromafines provenientes
de snimales de 3, 10 y 30 dias de edad por 3, 8 y 15 dias. Las condiciones
fueron: 1 mM de dbAMPC y 100 ng/m! de NGF7S. Al evaluarse el

je de neurog y o p dio de (a longitud (um) de los procesos
formados se observd, en 0s cultivos de animales de 3 y 10 dias un incremento
on b P a partirde 8 y 15 dias de cuftivo, sin que entre elios

hublesen diferencias significati Al se con las condicionas control las
diferencias son significativas con p < 0.05 (figuras 10, 11 y 12). Las cromafines
[ de L de 30 dias de edad, muestran también diferencias
shgnifi con oS aunque 1 diferencias a los 8 y 15 dias de

cultivo. Al compararse con el control, tanto e porcentsje de neurogenizacion como el
de ia gitud de los procesos formados @3 MeNOr que en las célutas

P de ani de 3y 10 dias de edad.
De estos - BN Que las de ¥ de 3 diss,

son ias que presantan una YOr £ O . Sin Q0 en un jo P

(sl S 1984) al regi la i ilided de estas células, se observd que durante

los primeros cinco dias de cultivo, la densidad de las comientes de Na+ se duplicaban en
condiciones control, Mientras on ias tratadas con NGF7S se triplicaban; como si en parte
esto se debiera a un aumento de ia expresion de los canales de Na+ funcionales que

durante la p de postnatal y sdlo parcisimente al efecto
dal NGF7S. Decidimos utilizar sélo cultivos de céiulas cromafines obtenidas de
animales de 10 dias de edad en s que estos cambios ya hubieran ocurrido in vivo, lo

qQue simpliificaria e i ® i P on de jos En los cultivos de
animales de 30 dias en ios pardmetros antes Mer inuy 1
considerablements (figura 13). Estos L " que e grado de
neurogenizacion inducible con e NGF7S en las células Yos p

sy® e al la edad de los animales.
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Fig. 12 Células Cromatines in vitvo por 9 Dias de Ratas de 10 Dlas de Nacidas Condiciones A} Recien Disociadas, B) Control,
C) dbAMPC {4 mM} y DYNGFTS {100 ng/ml), Brocesadas con inmunocitoguima pata PNWT,



TRATAMUENTOS
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75 3 =2 ol

25

PORCENTALE OE W‘ﬂ‘ MEUROGENZAOAS
g
i

100 -

(DIAS)

Figura 13.- A) Por jo de Cé [ Neur izadas y B) P, io de
1a Longitud (um) de tos Procesos Formados por estas de
Ratas Neonstas de 30 Dias Cosechadas después de 3, 8 y 15 Dll. de Cultivo en
Condiciones Control, dbAMPc (1 mM) v NGF7S (100 ng/mil). ( n = 100 células

por tr o on tres sxperimentos independientes. * p ~ 0.05 al
se con el wro. = ES)
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[3Y . de Antigenos Especificos de Neuronss
b.1) C Temporal de la Expresion de NFES inducide por NGF7 y AMPc

Con ol de ia ilidad y rep: scibilidad del micoscopio digital de

fluorescencia y para tener un de P de la axpresion de
roni: oan net oh se cultivos de nauronas
& del gangh cearvical y de chiul pr de
los mismos animailes con 10 dias de edad. En estos Y se il la exp de
dos s ool ieto, MAP2 y NFGS, ésta ultima consiierada como un
marcador neuronal (ver apéndice 1). Después de 3, 8 y 9 dias de cultivo y recién

disociadas (tempo 0), las céluias se p para ir on e
dia bsjo las as de t con FITC y cor del
P (op del bjativo y PO de exp

La figura 14 ol p io de Ia inter de la M para cada
condicién. En ilas condiciones control para lss céiul os y ias 188
simpiticas podemos observar que los valores de MAP2 no muestran cambios
significativos para los diferentes iempos de cultivo. En en las
tratadas con NGF7S podemos observar Que (a expresion de MAP2 se incrementa 2.00,
275y225 o PO de la exp 6n. En @ caso del dbAMPC,

e su i 2.00, 2.60 y 2.90 vecss. Para ambos tratamientos, las
diferencias son significativas (p < 0.05) al D con los y con las células
recién disociadas. Liama la atencién el que los niveles de expresiton de MAP2 en ias
chiuias cromafines a los 9 dias de cultivo en presencia del NGF7S son incluso superiores
alo:dolumumsm(ﬁgumsi4y15).anonﬂqundadommobsdo

- expresion de MAP2 en los grupos control (de y
as un buen i de la reproducibilidad de determinaciones.

Sigv el [ i o de Ia i6 ., pero utiizando ahora

i de la exp 6n de

anticuerpos contra NF88, Ia figura 16 muestra los p
neurcfiamentos de 68 kDa (NF88). En condicionss control para las cromafines y en las

net i p observar que ni te no ap 1 dif
signifi conf tra el de cultivo. En en las s
tratadas con NGF7S la fl cia se ir 2.15,265y285vecesalos 3,8y 9

Luego de la exposicion @ dbAMPC los valores se

dias de culti o
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FLUORESCENCIA CORREGIDA

FLUORESCENCIA CORREGIDA

incrementan 2.25, 2.95 y 2.60 veces. Para

1tos las difer i son
significativas ( p < 0.05), al compararse contra los controles y con las célula recién

1 controt
[__]

NGF73 (10 o 100 ng/mi)
SBAMPS (1mM)

A
120 = 120
100 £ 100
80 é 80
60 g eo0
40 a8 40
o
o “ o
9 (DIAS) 9 (DIAS)
c . =]
120 . < 120
100 = K g 100
80 . ’ ’ 8 a0
. 60 ’ / ’ § 60
2
40 @ ’ ’ ’ g 40
2
20 / ’ / S 20
o L A4 PN
o 3 8 9 (DIAS) 2 (DIAS)

Figuu 14.- de (a oft ia E por MAP2 en Células
en C : A) C , B) NGF7S (100 ng/ml), C) dbAMPC (1 mM) y
D) N.uron.l Slmptucas (10 ng/mi) D.lpll‘l de 0, 3, 8 y 9 Dias de Cultive. { n = 20

ean dos experimentos independientes * p < 0.05 al
compararse con los controlos + ES).

que los ni de expresion de NFGB en neuronas simpéticas y
los alcanzados por las células cromafines neurogenizadas por ambos tratamientos son
comparables (figuras 18 y 17).
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20 pm

Figura 15.- Imagenes de Células Cromafines Cultivadas por 9 Dias en Condiciones
A) Recien Disociadas, B) NGF7S (100 ng/ml), C) dbAMPc (1 mM) y D) Neuronas
Simpaticas con NGF7S (10 ng/ml), inmunofiuorescentes a MAP2.
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20 pm

Figura 17.- Imagenes de Células Cromafines Cultivadas por 9 Dias en Condiciones
A) Recien Disociadas, 8) NGF7S (100 ng/mi), C} dbAMPc (1 mM) y D) Neuronas

Simpaticas con NGF7S (10 ng/mf), Inmunofluorescentes a NF68.
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0.2) Curso Temporal Detaliado de ios Ef de Exp ion al NGF?

Con el fin de probar Ia sensibilidad de nuestro sistema de cuantificacion de ia

xpresion de y con el pi de P los r

de expresion de NF88 kDa como indi de o 30 Se cuftivaron células
cromafines y se fijaron un par de cubreobjetos a la vez cada 12 hs hasta completar 132
hs de cultivo, siguiendo e} pr que se en la figura 18A. Puede observarse
que la expraesitn de los NFES, se incrementd » 1.5, 2.0 y 2.5 veces a ias 36, 84 y 132 hs,
de tratamiento con NGF respectivamente, siendo las diferencias significativas (p < 0.05)

después de 38 hs de exp ion al P con las é es decic al
tiempo O (figuras 18 y 19). Estos resuliados fueron muy alentadores, pPues s pudo
comprobar que nuestro es o s ible como para detectar
i on ia con diferenciss de 12 hs. Ademés e curso temporal

observado para (@ expresion de NF88, coincide bastants bien con la expresion de
canales de Na’ en células cromafines expuestas a NGF (islas-Suarez, 1994) y con los
cambios morfolégicos i te (ver grifi 11A y 118).

b.3)F ia de los Efe del NGF. Efectos de la Deprivacién del F.

Para sar si la » 8 NGF7S por un periodo corto de tiempo era
suficients para inducir !a expresién de NF88 y cuales eran los cambios de expresion a
diferentes tiempos, se probaron diferentes periodos de exp de las de
este factor hasta compietar 180 hs de cultivo (» 8 dias). Consideramos como
antecedente los datos que se muestran en la figura 16 en la cual Ia expresion de esta
bmtolnl ienze & taner dif il significati a los 9 dias de cultivo. EI protocoio,
que muestra ia figura 20A, consistié en exp @ las céh 'ves & NGF7S con
diferencias de 12 hs y 1te dep de este factor hasta completar un
total de 180 hs de cultivo. Ademas a dos de los cultivos hermanos despuds de

rido este tiempo de ion continua al NGF7S, se les suprimié éste por 24 y
72 hs.
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Figura 19 Ejemplos de fas Imégenes Obtenidas con e} Sistema de An

Cromafines in vitro Después

con Inmunotluorescencia para NF63.

de Ser Expuestas a NGF7S {100 ng/miy

20ym

4lisis de tmagenes, Se Muestran Céfulas

con Diferencias de 12 hs y Procesadas



Los datos musirasn «quo despuds de 84 hs (3.5 dias) de exposicion @l NGF7S Ia
expresion de los NFGB e ircresmenta 2.3 veces en tanto que con ia exposicion continua
{180 hs = 7.5 dias) s in=crmsmenta 3.85 veces. A partir de las 84 hs de exposicion las
diferencias son signifistirvass (p < 0.05) al compararse con ias cultivos mantenidos en
ausencia del factor. Sises 1 los del rh il en |a figura
208 con lo figurs 188, sem observa una diferencia importante, mientras que en Ia figura
188 se sp una dify ia sigr iva con el a las 36 horas, on la figura 20B
esto no ocure sino hasia ims 84 hs. Si suponemos que los cultivos respondieron de Ia
misma forma al NGF7S, i (nica explicacion para la diferencia entre las figuras 188 y
208 o3 o s .

Las células deiex [ do en Ia figura 188 fueron expuesta al NGF7S
¥ fijados e fi o wo de

En cambio, las céluias dbel experimento ilustrado en Ia figura 208 fueron expuestas al
NGF y luego dep da & 180 hs, a este tiempo todos los cultivos
se fijsron simy {con pcion de los P por 24 y 72 horas
adicionales; figura 20C).

Esto quiere decir quue las células expuestas a NGF por periodos relativamente
cortos (38, 60 hs) y eggo- dep de &, p Y P o [ ]
periodo de pa i) I expy on de NFE8 que habian alcanzado, lo cual podria
haberse detectado sijos caitivos se hubiesen fijado al término de st exposicion a NGF.
El ef de a dep aINGF ®s menor cuando fos cultivos se expusieron a éste por
periodos Mayores ds B-4 hs (ver mds we). F a - ]
alcanzadas luego de 84 Tha sté Mmejor consolidada que la que se produce luego de 38 y
80 hs. Aunque én -ctembe cor que et de deprivacion del factor fud
menor.

La supresion por 2«4y 72 ctel NGF7S és deo la ion continus a éste

P p

por 180 hs disminuys laa -expresion de los NFE88 0.35 y 0.25 P e,
observindose diferenciams significativas (p < 0.05) al compararse con &l de exposicion
continua por 180 hs (figusrams 20C w 21). También se observd una tendencia progresiva
al deterioro de ests céluas luego de su deprivacion de NGF. Las células por

ia de de fases se ven granulosas y las neuritas se adeigazan y
Se sabe que las células cromafines una vez Neurogenizadas
se vuelven depandieniess miNGF tal como sucede con las neuronas simpéticas.
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Fig. 21 Imagencs de Células Cromafines in vitro Obtenidas con el Siste

por Difesentes Periodos de Tiempo a NGFS (100 ng/mlj) o Deprivadas de? Factor y Procesadas para
Inmunofluorescencia contra NF68,

ma de Andlisis Después de Ser Expuestas



b.4) Per ia de loa Efi del AMPc. Efe de su Depri
Para estudiar si en el aumanto de la expresion de NFE8 luego de ia exposicién al
) de PkA que fosforila a esta

NGF7S podrian participar segundos D

proteina.favoreciendo con elflo su  poli 6 y ef utilize el

P jor, pero en vez del NGF7S empleamos dbAMPc. Este es un
& el cusl fue

an&logo de AMPc permeable a través de la
adicionado como 38 procedié para o NGF7S, con diferencia de 12 hs hasta compietar

180 hs de cultivo. A dos culitivos hermanos, después de transcurido este periodo con
exposicién continus, se ies deprivo de dbAMPC por 24 y 72 hs.

Los datos mostraron que despuds de 108 hs de exposicion a dbAMPC, la
exprasion de NFEG8 se incrementa 2.45 vecas y 3.90 veces luego de la exposicion
continua por 180 hs. Despuds de 108 hs de exposicion las dife \ & ser
significativas ( p < 0.05) al compararse con los cultivos No expuestos dbAMPc.

La supresion del dbAMPC después do la exposicion continua disminuye la
ION @8 menor que la cbservada

o*xp 6N de la p 0.08 y0.20 (esta

ch és de la dep 36n de NGF). Estos resultados muestran que ef dbAMPC, induce
uns expresion comprable a la del NGF pero no p i § ia al AMPc en
las res transdife Sus a largo piszo se observan en menor

tiempo (a Ias 38 hs) y son mas pronunciados que con o NGF7S (figuras 22A y 23), los
cual sugiere que a diferencia del NGF, los efectos del AMPc son mas estabies,

manteniéndose 8 pesar de que ¢! agonista se retie de! Medio de cultivo. Cabe sefialar

que durante e P de dep i6n al AMPC (figuras 228) las céhias disminuyen ia

expresién de neurcfiamentos, pero nNo ias ' mor o que

siguen a la deprivacion del NGF. Es decir, las cédiulas una vez neurogenizadas no

depanden pars su sobi Cia de la p ia det AMPc.

0.5) Reversion de los Efectos del NGF por Dx
Como se menciond en ios ar fos gl i »

transdiferenciacion de las PC 12 y favorecen el fenotipo in. Para exp L]
en el cual se utilizdé dexametasona que es

ia

de los git y @ di un g
un gl i auns v 5 uM para ver si podiamos inhibir en las
células ia diferer 6n y expresion de los NFEB, E! disefio

experimental como se muestra en la figura 24A, consistié en mantener tres cultivos en
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condiciones control esto es sin ningun factor afadi en exp ion a & 100
ng/mi de NGF7S y en exposicion continua & 5 uM de Dx por 180 hs. Otras condiciones
fueron axp: pril a NGF con diferencias de 12 hs y posteriormente

a a hasta 180 hs de cultivo. Esto nos permitié evaluar hasta que
punto los aumentos en Ia expresion de NFB8 inducido por e NGF7S podrian ser
L3 i por la Al las condiciones control con las céiulas
cromafines expuestas por 180 hs uni a d a, puede observarse que la

expresion de NFB8 disminuyd en 0.25 veces, lo cual puede deberse a que en las
condiciones control hay una expresion basal de NFE8 que se debe a la ausencia de
glucocortioides sin que este llegue a niveles mas altos pues no podemos descartar una
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Figura 23 imagenes de Células Cromafines in vitro Obtenidas con e Sistema de Andlisis Imigenes Después de Ser Expuestas
por Diferantes Perlodos de Tiempo a dbAMPc { mM) o Deprivadas y Procesada con Inmunofiuorescencia para NFS8.



concentracién endogena de éstos en los cullivos de células cromafines, sin embargo at
compararse las condiciones control y con dexametasona con la exposicién continua de
NGF7S el incremento en la expresion de los NF68 es de 2.5 veces, existiendo
diferencias significativas (p < 0.05), mientras que la exposicién por 108 hs de NGF7S y
60 hs a dexametasona con 108 hs de NGF7S y 24 hs de NGF7S y 1568 de
1a, la expresion de NFB8 disminuyd en 50% y 70%, respectivamente.,

Esta ultima condicion no muestra diferencias significativas al compararse con las

condiciones de exposicion continua a Dx (figuras 24B y 25).

b.6) Efectos Inhibitorios de la Dx sobre los Efectos Inducidos por el NGF

Los datos anteriores nos llevaron a preguntarnos hasta que grado podria llevarse
1a plasticidad de las células cromafines. Por ejemplo si una vez expuesta a NGF7S y
luego de inducir la expresion parcial de NF68 el adicionar dexametasona para inhibir la
expresion de esta proteina por tiempos variables para posteriormente adicionar
nuevamente NGF7S y reiniciar su expresion. EI protocolo para resolver esta pregunta
fue como se muestra en la figura 26A. Las cromafines fueron expuestas por 108 hs a
NGF7S y posteriormente recibieron puisos de 12, 24, 48 y 72 hs de dexametasona
continuando después su tratamiento con NGF7S hasta completar 180 hs de cuitivo. Al
comparar los cultivos por 180 hs en condiciones control y expuestas a NGF7S de 180 hs
se observo un incremento de 4.0 veces en la expresion de NF68, siendo las diferencias
significativas (p < 0.05). Al compararse la expresion de NFS8 en las células cromafines
parciaimente neurogenizadas y luego de su exposicion a dexametasona, con el de
exposicion continua a NGF7S, los valores disminuyeron en un 1.30, 1.50, 2.00 y 2.15
veces, respectivamente, siendo las diferencias significativas (p < 0.05) (figuras 268 y 27).

Los resultados de este experimento muestran claramente que en las células
cromafines cultivadas con NGF7S por 108 hs la exposicion a dexametasona aun por
periodos tan cortos como 12 hs tiene un significativo efecto inhibitorio sobre la expresion
de los neurofilamentos., Esta inhibicibn no se corrige completamente después de
exponer a las células nuevamente al NGF. Cuando comparamos estos resultados con
1os obtenidos con la sola deprivacion de NGF7S (figura 20A), resulta evidente que el
efecto de la exposicion transitoria a dexametasona tiene un efecto inhibitorio mayor que
el de la simple deprivacion de NGF por el mismo periodo de tiempo.
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Figgura 25 Imé Obtenidas de Células Cromafines in vitro con el Sistema de Anslisis Después de Ser Expuestas
por Diferentes Periados de Tiempo a NGF7S {100 ng/ml) y Dx (5 uM) con Inmunofluorescencia para NFé8,



Por ejemplo en la figura 268 puede verse que la exposicion por 24 hs a
dexametasona produjo un reduccion del 34% en la expresion de los NFE8 con respecto
& In exposicion continua por 180 hs. En cambio, la falta del NGF por el mismo periodo

de po (columna con 158 hs en la figura 208) solo produjo una reduccion de
12% con a la exposicidon continua a NGF7S (180 hs).

Es importante notar también que 1a posicion a a no tiene los

di todo el p de neurogenizacién. Cuando se compara el

efecto de exponer ias células a dexametasona por 24 hs (figura 248 columna de 1568 hs
de NGF7S y 24 con dexametasona) con Ia sola deprivacion del NGF7S por 24 hs (figura
208 columna de 158 hs de NGF7S) no se encuentran diferencias significativas entra si.

{10% N con 24 hs vs 12% reduccion con la ausencia del NGF7S
por 24 hs). Esto podria indicar que {a icion a a es menos eficaz para
inhibir o ir o ¢ o én cuando ésta se itra mejor i (158 hs en
NGF7S). En HO la - mas te el curso de la

0 on cuando durante periodos mas pranos del p (por

esjempio 108 hs de exposicion al NGF7S).
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Figura 27 Imagenes de Células Cromafines in vitro con el Sistema de Analisis Expuestas por Diferentes Perfodos
aNGF75 (100 ng/ml) y a Pulsos de 12, 24 y 48 hs de Dx {5 M) para Continuar su Exposicion a NGF7$ hasta
Completar 160 hs de Cultivo



DISCUSION

Las células cromafines tienen la capacidad de responder /n vitro al NGF, iniciando
on que te algunas i con el p
t neuronal que tiene lugar durante el desarrolio embrionario

un pi de

fisiologi dea dif
de las neuronas simpiticas, con las que comparten un progenitor embrionario comun.
Este p: de dif iaCi neuronal puede mimetizarse /n vitro por la exposicion a
deri del AMPc, como el dbAMPc. Los efectos del! dbAMPc

probabiemente se deban a que en la cascada de sefiales que se inicia por la unién de!
NGF a su raceptor (TsiKA) se activan cinasas comunes como son la MAPK y CREB,

ambas involucradas en la induccion de ia exprasion de genes de respuesta temprana y
) de genes de respuesta tardia. Contrariamente a

& activecion de de transcrpc
o que ocurre con el NGF y dbAMPCc, Ia expasicion crénica a la dexametasona, un

K sir el f ipo endocrino, incluyendo ia expresion de Ia
enzima PNMT, istica de las célul

El andlisis morfométrico de las céluias cromafines durante Ia diferenciacion neural

mostrd que el dbAMPc induce un alto porcentaje de células 6 neuroge:
positivas a la PNMT, y que la dosis de 1 mM era la mé#s efectiva para inducir estos
ducida por el dbAMPc y el NGF7S,

Para ia neurog v ir
disefiamos una serie de experimentos que nos permitieron ademas evaluar ol grado de
3 que van céiul provenientes de ani de tos

it de céiul i [- ik oe ani de 3 dias de edad mostraron ef

mayor porcentsje de chiuias neurogenizadas y ia jongitud de jos procesos formados

despuds de haber sido expusstas a NGF7S y dbAMPc fué mayor. No obstante, en o
los cultiv con células de animales de 10 dias de edad,

para poder diferenciar e los ef H a los dicionados de los
que rasuitan de (a diferenciacién postnatal, !la cual, segun resultados previos del
laporatorio (islas et al, 1993). termina hacia al dia 10 daspués del nacimiento. Las
ciul 1es p L de i de 30 dias no fureon empleadas en este

trabsjo puesto que ia neurogenizacion inducible en elias 1iye paulati al

avanzar la edad postnatal, aunque nunca (Aloe, 1979; Yang,
1996). Cabe mencionar que la cuantificacion del! porcentaje de neurogenizacidon y la
se llevé a cabo unicamente en células PNMT+,

jon de la longitud de jos p
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o que implica que a pesar de haber su ias células conservan sus
caracteristicas adrendrgicas.

A confinuacion, Nos propusi averiguar si la neurogenizaciéon inducida por
efecto del NGF7S & el dbAMPC i icaba Ia expresion de proteinas involucradas
on el citoesqueieto, tales como la p ina a mi ubulos (MAP2) y los
neurofiamencs de peso intermedio (NFG8), las cuales esthn estrechamente

=on et porte de neu y en las neuronas.
Es decir nos planteamos averiguar si durante su transdiferenciacion, las células
no sbdio ] 1OQi que las hacian parecerse cada vez
miés a neuronas simpéticas, sino si estos cambios iban acompafiados de otros cambios
funcionales acordes con ef fenotipo neuronal, i do asi el er ido de genes
que codificar: a expresion de proteinas especifi e neL ies que se encontraban
reprimidos.
D e exp 6n de MAP2 y NFE88 con una técnica de fluocrescencia
disef\ on o io, que se basa en el marcaje de éstas
P il cor: anti ™ inados. Esta técnica d tré ser cuanti y
MMme‘ jos en los ni de exp iGN con una
diferencia tervoral de hasts 24 horas. A de la taja de imos sjar con
valores numércos, esta técnica resultd ser mais eficiente y menos laborosa para ia
» la Qe ' que ia que se basa en ar la p o
AUSeNCis de rocesos neuriticos y ia medicion de de sus longitudes.

Se g chiuvlas y neuronas del gangho cervical superiorss,
tanto como cuitivadas con y sin los por chif
peri de Las en las cédlulas recién de MAP2 y NFGs
nos sifvieron como de los ni de exp On de estos Mmarcadores
™ o chiul i (bajo nivel de expresion) y en neuronas verdaderas
(alto nivel de expresion). La MAP2 pudo detectarse en baja on las céiul

y an h y cantidad en neuronas P i
Ambos tipos calulares i una expresion basal cor de la p ina
de cultivarse nasta por 9 dias en medio de cultivo control (las nesuronas requieren un
minimo de 10 ng/ml de NGF7S para su 8o i ). Cuando las células
cromafines fusron expuestas a NGF7S incrementaron casi al doble su expresion de la
proteina, en tanto que las tratadas con dbAMPc alcanzan un valor cercano al triple del

o Y
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nivel basal. Resuié interesante constatar que al compararse el nivel maximo de
inmpatk verd:

expresion de estas céluias transdiferenciadas con las neuronas
los valores alcanzados por las células fines fueron Yy

decir que bajo nuestras condiciones experimentales, aparentemente se praduce una
sobreexpresién de la proteina, alcanzandos niveles superiores a los encontrado en
neuronas simpdticas que se han diferenciado naturatmente. Este resultado sorprendente

por casi un 30%. Es

prob. e imp que las célul P p ales que terminan
diferencidndose en neuronas ati fueron expl durante su migraciéon y
iento en el p dio ganglionar a concentraciones del factor tréfico mencres a

tas utilizadas en este trabajo.
En condiciones jdénticas a !las anteriores evaluamos la expresién de

neurofiltamentos NF68. Encontramos que las células cromafines y las neuronas
recién 1 presentan expresion diferencial basal, la cual
mantienen bajo las condiciones control. En las cromafines expuestas a NGF7S o

dbAMP aumenta al triple la expresién de NF68 alcanzandose niveles de expresion
La expresion basal de NF&8

los

similares o superiores a los encontados en las neuronas.
en las células cromafines recién disociadas concuerda con los hallazgos de Etich, quien
en 1994 tecté la pr ia de niveles bajos de neusofilamente en células cromafines
de la médula adrenal de rata. Mas recientemente, Yang. en 1996 mustra que la
expresion de NFE8 en la médula adrenal de ratas adultas se pierde. desafortunadamente
desconocemos {a edad de los animales que fueron utilizados por Yang para la deteccién

de ia proteina.
Una vez llevado a cabo el estudio comparativo anterior, que también sirvid para

validar nuestra técnica de inmmunofiuorescencia cuantitativa, decidimos emplear, para los
siguientes experimentos dnicamente los anticuerpos contra NFE8. Esto se debe a que
encontramos que MAP2 también se expresa a niveles altos en células no neuronales, en
tanto que los neurofilamentos NFE68 son proteinas de citcesqueleto exclusivas de las
neuronas.

Como se observa en la figura 208, fa exposicion de las células cromafines al
NGF7S por periodos breves de tiempo induce una expresion significativamente mayor de
los NF88, después de 84 h de cultivo. Este dato aparentemente no concuerda con o

observado en los experimentos ilustrados en la figura 18B. En este caso, los NFg8
1te superior al control después de las 36 h

alcanzan un nhivel de exp ) sSignil
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de cultivo. Esta diferencia se debe a3 que {os cultivos empleados en ia figura 18B fueron
fijados inmediataments después de haber finali su ti de icion a NGF7S,

on tanto que en los nos en la figura 208 los cultivos se expusieron
al factor por el tiempo ir y o és se deprivaron del mismo hasta compietar el
curso temporal total, al cabo del cual todos los cultivos se fijaron y procesaron
& . Esta dify il @ ica que las células cromafines expuestas al factor
por periodos cortos (IB-60hs), JO SON P i te dep del P
parcial o totsimente el nivel de expresidon que habian aicanzado. El efecto de |a
dopﬁvauén s menor cuando las células es se han exp al NGF7S por un
yor (84 hs). P e el nivel de neurogenizacion aicanzado al cabo de
aste periodo de exposicidn estd mejor i Por el io, la diferer
.lcanznda.nmlasseyeohsumts.. Un P : que debe
sin 00, es que la deprivacion de! factor tienes menor efecto en el
caso de las chivias expuestas al NGF7S por 84 horas.
Por estas razrones, en oua sefie de i 1.1 eon céiulas
cromafines @l efecto que tenia sworimir el aporte de NGF7S por 24 y 72 hs después de
SU exposiCION continua por 180 hs. En estos experimentos pudo obsernvarse que durante

la dep del NGF ye psulati ta expresion de los NFES. Aunado a
esta disminucion, también obseramos en las priv una

Progresi - , ol cusl se manifiesta por la on de J y o
hinct iento, ruptt y Or de las r i De hecho, una alta proporcion de las
b QGeNi habia P do & las 72 horas de haber
eliminado el NGF del medio. Ests efecto de ia P 6N p a que, una
vez asicanzado un nivel irvh de o las se hy
dependientas del NGF , tsl y como sucede con las newronas & Es
comentar que n las células cromafines control (no expuestas al NGF) ni las que
& un grado INcipé de ) s& hici Y dependientss

det aporte continuo de NGF para su sobrervivencia.
El dbAMPc también resultd ser un buen indudord.laoxptoucndolos NFG8 en

las cé as. La expresidn de jios NFBB sa i significati alas
sehdooxpomauhuaor.muompomonordolqmunqumdooxpom-l
NGF7S para un grado de m e ion (84 h). Esta diferencia
podria # que fos ef el dbAMPCc una véz alcanzados, son mas estables,
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manteniéndose aun a pesar de que el estimulo se haya retirado del medio. Tal como se

ilustra en ia figura 22, |a supmmén del dbAMPC por 24 y 72 h después de (a exposicion

continua por 108 h, . ( e de menos drastica que la
supresién de NGF), ia exp »de la p 'a. Resulta interesante constatar que a
supresion del dbAMPc del io no se fia del y de |a

muerte celular que siguen a la deprivacion de NGF. Estos resultedos demuestran que e)
dbAMPCc induce en las células cromafines la expresion de los NFB8 en una forma

comparable al NGF, pero que con la depri iGN sus ef son mas estables no
induciéndose una dependancia, tal y como |a que se presenta en ias células cromafines
neurogeni por ion de) NGF.

Aparentemente el dbAMPc puede inducir con una latencia mas corta que el NGF,
producto de genes inducibles durants (a diferenciacion

ia P ion de p

neuronal. Esto tiene sentido puesto que sus efectos no requieren de la union del NGF a

su P i ni del o y i Y de un plej de
Nécul i at odela de cinasas ci Los

miméticos del dbAMPc con los del NGF pueden deberse a que por efecto de este
segundo mensajero se activen cinasas como la MAPK y CREB, ambas involucradas en
ia induccion de la expresion de genes de respuestas yla on de

de trar ipcion de g de P ta tardia. Sin embargo, es evidents que no todos
los efectos del NGF son mimetizados por el dbAMPc. Uno que hemos mencionado aqui
es la incapacidad del AMPc psra inducir la dependencia st NGF que es caracteristica de
ia diferenciacion neural ind por ests factor trdfico.

Fir con el )i de hasta qué punto la transdiferenciacion
slzanzade en las células cromafines por sfecto del NGF as plistica, examinamos si era
posible prevenir 6 revertir los efectos del NGF empieandc hormonas que se sabe
influyen p e en is exp idn del fenotipo cr fin, los gl
Nuestra estrategia fué ver si una vez logrado un grado importante de diferenciacion, por
las células cromafines podian revertir su diferenciscion hacia el

exposicion al NGF,

fenotipo cromafin por exposicion al g0 gl d a. En estos
tos a las céluias cromafines al NGF por 108 h y luego sdicionamos

na por di periodos de tiemp para h el

NGF7S. Estos peri tos e " Que en las céiulas cromafines
1a tiene ef: inhibitorios sobre la

expuestas por 108 hs a NGF7S la

69



neuroger 6n aun por tan cortos como 12 hs. La exposicion a
dexametasona por 24 hs disminuye Ia expresion de NF68 en 34% mientras (a faita de

NGF7S por este riodo de ti disminuye los neu L nos e en
un 12%, lo que sugire un # fio de la jonal sl de la séis
deprivacion det NGF. Los mi Xp e 1 que los efectos de Ia

a son to que la icion M e a

NGF7S no racupers los niveles de la expresion de los NF88 que se aicanzan durante la
axposicion continus al NGF.

En resumen, este trabajo muestra que Ias celulas s px de rata
y un Ot para in vitro las influencias positivas y negativas que
Qul la diferenciacion neural de los precursores simpatoadrenales. En algunos
este Mta mas ivo que el e utilizado de ias células
PC12, linea celular derivada de un tumor de céluiss de Ia médula adrenal
(fo § ), POr rep on forma mas p ida a Ia fisiolog los i
fur y ar que Aan a ila diferenciacion en el ambiente natural. Las
chhias [ una PO (aun en la etapa adulta)
(Tischier, 1993), de P alos imub que
pacticipan duramnie ia riogé on su 6 . En estudios futwros, serd
interesants constatar hasts qué punto las células diferer modifican
£ su ° i celular (excitabilidad, sintesis de
r L N y T de
del calcio intraceluiar) dentro de io Que al parecer, constituye una compieja readsptacién
fur aparejada a la P » del ¥ tipo neuronal.
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CONCLUSIONES

1) Las céiulas cromafines tienen {a i de P in vitro al NGFes por ello que
han sido utilizadas como modelo de la diferenciacion neuronal como el que observan in
vivo las neuronas simpaéticas con las que Y UN pProg ionario comun,

] su i de célul neu inas. El

sin que por ello pi
AMPec puede mimetizar este efecto del NGF.

2) El andlisis morfométrico permitic el obtener los datos preliminares con los que
pudimos determinar que ta dosis 1 mMM de dbAMPC es Optima para lograr la
diferanciacion de ias células cromafines.

3) La edad 10 dias de nacimiento en ratas, es en la que transdiferenciacion o su
int SOn por Ia adicién del NGF7S, dbAMPc o Dexarmetasona.

4) La técnica de fluorescencia digital cuantitativa resulta ser una hemramienta de gran

valor, ya que su alta sensibilidad nos pemito en los ni de
expresion de MAP2 y NF68 con diferencia temporal de 24 hs, ademas de ser una técnia
eficiente y menos laboriosa que fa evaluacion que se basa en la p o
ausencia de p neuri yla iOon de sus longitudes.
§) Las neuronas si i del ganglio cervical superior, tanto recien disociadas o
cultivadas con 10 ng/ml de NGF7S ( dosis mini para mar su sobravivencia), y
las céluk @s recien disociadas nos permitieron tener los valores basales de la
expresion de MAP2 y NFE8.

Sl con NGF7S es

68) La expresion de Jos NFSB8 en las [~
comparable a la expresién que se cbserva a las tratadas con dbAMPc, 0 que reafirma

os efectos mimeticos del dbAMPc con el NGF7S.
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7) El NGF7S induce Ia diferenciacion de las céiul 'es a células p. d alas
neuronas simpdticas, sin que estan y o su sensibilidad a ia
. pues revertir @ inhibir ia expresion de los NF88,

8) El dbAMPC induce en las células fi ia neurog: ioN y exp on de NFE8

a niveles comparabiles a los del NGF7S, sin inducir dependencia, pues no se observan
ni ert lutar en jos i deprivados de este, como

ocurre con &l NGF7S.
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APENDICE 1
PROTEINAS DE CITOESQUELETO MARCADORES
ESPECIFICOS DE NEURONA

La morfologia de las neuronas esta estrechamente relacionada con el
citoesqueleto que esta constituido por proteinas qQue no solo prop: ionan & D
sino que ' @8 resp: 1) delr i celular y del imiento de
dentro de eillas. El citoesqueleto determina ia forma y la de los de

i o el embrionario para y dendri con |a
ctividad i y P ificas. a las cuales mantiene o modifica en

- o  { : la edad, experiencia, aclividad eléctrica, lesiones y

en su mi e,

Lap r del ci seleto naeuronal p ite distinguir entre axdn y dendritas,
cuya funcion Ia determina el 'Iu,o de informacion como es el transporte de moléculas que
forman parte de ia a At En la pre y postsinapsis cada una contiene
p de con conjuntos de receptores, canales y transportadones que en
conjunto definen ¢ repertorio de funciones con una f(ocalizacion especifica en |a

neurona.
La distribucion difsrencial de las moléculas y organelos en ef citoplasma de
dendritas y axones resulta de la configuracion del citoesqueleto y del transporte a través

de los fil que lo ponen,
El cif ;eleto tiene la de tanto estructuras estables como
plésticas por un mecanismo de equilibrio entre er nj
HHZBCH il i6n) que dependen de Ia poli i ion y desp i

de los filamentos que Jo foman (actina, microtubulos, microfilamentos y
neurofiamentos), que son el resultado de Ia respuesta de ia neurona a cambios

ogf on las es de de creci Mo o ir es con la
matriz extracsiular,

La neuronas tratadas con detergentes, (los cuales solubilizan los lipidos y

[ i de la 1a) conservan el citoesqueleto con forma casi completa. Con la

ayuda del microscopio electrénico, se ha demostrado que axones y dendritas contienen
filamentos que se cruzan entre si, a través de los cuales organelos y molécuias son
transportados de! soma al axén.
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El citossqueieto de las neuronas se ‘e por L nos : los

K P as i a mi tbulos con dif pesos k N
microfilamentos y filamentos intenmedios como: neurofilamentos, vimentina, etc.

Los microtubulos (MTs), por su p L i y su T con otres

hni ) i p de ia a, forma,

proteinas dasn estsbilidad
o vy o y de los conos de crecimiento y funcionan como
motores del transpofte de organeios que se unen a ia membrana plasmitica del axon.
Su principal componente son mondmeros idénticos de a y P tubulina que al
un jo de 100 kDa, forman cilindros constituidos por 13

protofilamentos en un glo lineal, i i y polar en Y P
distintas propiedades, tienen un largo indefinido con dismetro externo de 24 nm. El
ng de los es prop al calibre det axén.

il que ) a los tbulos

En of de i ita p
comprenden el 20% de ia proteina soluble total, su estabilided depende de !a
polimerizacién que requiere de la hidrdlisis de GTP y su asociacion con otras proteinas,
el equilibrio entre ia poza de tubulina y microfiiamentos, se afects por factores como Ia

concentracion de Ca™ en presencia de ina que om con P as

a ubulos y tau.

Las pr a ¥ (MAPs) son responsables del

y o de ubutos por alt i entre ia forma estable y
que son para of , estabilidad y p idad de los p

por ef y de Ia f on de g entre Lbulos con
J on r

h de Algunas MAPs se
embrionarias dusrante periodos de crecimiento activo y otras 360 an el estado adulto.

Existen al menos 10 tipos de MAPs, que pueden clasificarse en de alto peso
molecular ~ 320-350 kDa que son principaimente MAP1A y las menos abundantes
MAP18, MAPI1C y MAPS5, un grupo de MAPs de peso molecular intermedio: ~ 70-280
kDa de Ias cusies MAP2 es abundante en neuronas, MAP3 y MAP4 en astrocitos y la
MAP de menor peso molecuiar: ~ 5562 kDa tav que abunda en axones.

Anticuerpos preparados contra diferentes tipos de MAPs han mostrado que tienen
T intraneuronal y regularizacion especifica durante el
i nente depende de su asociacion con

una

L
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neurofilamentos y filamentos de actina a los cuales se unen por fosforilacién, ademas de
los microtubulos en los que la fosforilacidon disminuye su ensamblaje.

Los mmicrofilfamentos (MFs) son tos del ci queleto que )
forma y movimiento celular y que se encuentran estrechamente

, estén constituidos principaiments de

determinan la

relacionados con la b ion del neur

actina, proteina globular de 43 kDa que se Hr e cuyos tienen
distintas propk y al i izar Y una doble hdlice, con la que forman el
soporte del axon, se izan princi) e en la periferia de los axones y conos de

cracimiento, mientras los microtibulos se encuentran en el citoplasma y son menos

abundantes que en las zonas ricas en actina. La actina es el componente de

citoesqueleto mas abundante y tiene un diametro de 6-8 nm, la presencia de Ca®’ flibre
corta los filamentos de actina, su despolimerizacion es indispensable para la liberacion

de! neurotrasmisor. La fibronectina es otro microfilamento encargado de promover el

crecimiento de axones /n vitro e in vivo.
Los neurofilamentos (NFs),

exclusivaments on la matriz intema de la neurona, donde se distribuyen en soma,
i T8t tienen una aita afinidad por

son componentes que se encuentran

dendri 12 en el lor
la plata y se encuentran en todos los vertebrados, por o que se han tipificado como
marcadores neuronales. En los mamiferos superiores el numero de neurofilamentos
estd ado a una itia-de fi tos ir entre jJos que se encuentran Ia
queratina (céluiss epiteliales), vimentina (neuronas) proteina acidica fibrilar glial
(astrocitos), desmina (musculo) y lamininas nucleares.

Los neurofiamentos se componen de tres subunidades de distinto peso
molecular de ailto (NF-H), mediano (NF-M) y bajo (NF-L), de 112, 102 y 68 kDa,
cada uno codificado por un diferente gen (Julien, 1987). Los
que al er ) los

respectivamente,
neurofilamentos funcionales son moiléculas
neurofilamentos con diametro aproximado de 8 nm.

Cochard en 1984, mostrd que la expresion de NFs en el sistema nervioso central
de embriones de raton, tienen una expresion temporal caracteristica. Las subunidades
NF-L y NF-M aparecen casi simultaneamente y la NF-H se expresa en células

itOti ia aparicion de los NFs es temprana, durante la difarer T del

nervioso central y el periférico, ademas de tener una a con la ir

del crecimiento de los axones, posteriormente se expresa la vimentina, sin embargo es
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posible que coexistan ios NFs y proteinas rel 1adas con lar ion durante la
diferenciacion,
Los NFs ap. 1en el y la médul pinal en es de rata de 10 y
11 dias , se extienden y cal an o y » espinal, a los 12
dias en somitas y a jos 15 y 18 dias en e romboencéfalo. Estudios inmunohistoquimicos
de Cochard muestran que a los 9 dias de ON los se tiften U con
NF-L. y NF-M y en estados posterioras con NF-H, fo que sugiers Que cada proteina tiene
diferentes patrones de expresioén durante el olio o en di tes
regiones del sistema nervioso central, estos ! son apoyados por Shaw quien en
1982 encontrd que jos NF-H en el sistemna nervioso central se expresas postnataimente.
En algunas neuronas las tres subuni S8 exp simutté . pero
cabe Ia posibiidad de una expresion secuencial en cierto tipo de neuronas, ia
comespondencia entre la ion de p y ia expresion de NFs puede
establecarse a nivel celular. Gracias a las técnicas de impregnacion argéntica fue
su en las célul del tubo neural inicisiments, los NFs también

bundan en a8 p D cuyos se han op

Las céiuias de las crestas neuraies NO exp h adrendrgicas
durasnte su MIGracs ia is d@ inas y sus B TH y PNMT aparecen
cuando las céiulas estin cerca de la aorta para formar Ia cadens simpdtice primaria, en
of embrion de raton 1a dife iach i se inicia a los 10 dias en las
drti preciso en el que por p vez células con
NFs, l© que una co P P Yy P muy que
a exp 6n del fenctipo neuronal y la p on y lib i6n del

NeUrOCIrASMISOr. .
Los filamentos de actina y tubulina son estructuras p cuya i ion
ocurre por la hidrolisis de ATP y GTP, ) un de elios crece maés
répidamente durante la polimerizacidén que otro la poli i de NFs
también requiere de la hidrotisis de r se " en e soma para

posterionmente ser transportados al axon.
De tos que org Y el cif seleto @ integran los filamentos que to

forman se sabe Mmuy poco, por ello las neuronas y la lines celular PC12 han sido un
interesante modelo para el estudio de las funciohes de los factores que regulan la
morfologia de estas células en las que el crecimiento de axones y neuritas, pueden



alterarse por condiciones ambientales como: factores de adhesion, gradientes de
concentracion de NGF y Ca®® y otros factores neurotréficos, asi como la induccion de I1a

cascada bioquimica de segundos y hasta tefceros mensajeros.
E: ios morfold han sug 18 exi Cia de puentes entre MTs y NFs, y a

és del ) imcti de sus subuni para
obsefvd que estos se mueven a la misma lasa de transporte axonico lento, lo que
sugiere una asociacion directa entre elios o a través de un elemento comun, la tubulina.

Los NFs también se asocian con el transporte lento del axén.
Las interacciones bioquimicas entres MTs y NTs , se han analizado in wvitro

teacti de flujo axénico se

yendo de de diferentes mamiferos por varios cicios de polimerizacion-
despolimerizacion se ha observado que el ATP media su estabijlidad y que una PK-
te las subunidad de

MAPs dependiante de AMPc, P

neurofismentos (Letecrier, 1581).
Un posible mecanismo que regula las interacciones entre estos dos elementos de

ieto es la fosforilacion de una o mas proteinas por ia actividad da Pk-AMPc y la
fosforilacion de tubulina, MAP2 y fau ., en 1980 Valle propuso que la cinasa dependiente
de AMPc se localiza sobme los brazos de los microtubuios.

El NGF induce Ila 37 i6n de las inas cor
neuronales como la vimentina (VM) y NFs en las PC12, io que evidencia que estas
células estén D t en una di i neuronal.

Los mecanismos gendticos que controlan la sintesis, ensamblaje y cambios de ios
NFs permanecen sin definirse, sin 90 dirigi a estudiar la
mock de la expresion de las subunidades de NFs por NGF en células PC12
previamente tratadas con NGF y resembradas, coinciden con ta hipétesis de que el NGF
(Greene & Shooter, 1982), i 1ta gradual te su exp , o que ja un

de trar 3

efecto del NGF sobre la transcripcién como parte del p

Obsarvaciones del amegio de los NF-L en pequefias esferas cercanas al nucieo,

s@ determinaron usando un doble marcaje con inmunofluorescencia en ias PC12

creciendo en NGF con y sin colchicina, la VM muestra la misma localizacién que NF-L, lo

que sugiere que b, astan i (Sharp, 1982). Estas eaferas han sido
observadas en neuronas del sistema nervioso central y periférst con la

Ii; ion en condici r les (Anderton, 1882). Se prop que la agregacion

de esferas de VM y NF-L, y la exclusién de NF-H del dominio cerca del nucleo en las
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PC12 sea una mani i6n de la Y del er )} de estos

tos. La icién de estas esferas en las PC12, que crecen en suspension o
on cultivos de alta densidad, es & resuitado de p b as en @l Ci . o que
" ‘ortalece la hipOtesis de que ocurmren ir iones funci jes entre los filamentos

ntermaedios, organeios, ia superficie celular y factores de adhesion (Menko, 1983).
En las PC12h-R, que son células que forman neuritas 12 hs después de su

exposicion a NGF, se i ta Ia exp k del RNAM y las subunidades NF-L y NF-M
on las dos primeras horas de exposicion al NGF, pero no para NF-H, esto se debe a que
E la trar ipcion y Ia is de p r i para el inicio del

crecimiento de neuritas que se duplica en 12 hs, mientras el contenido de DNA para NF-
H oan ol mi nivel.

La expresion de los NF-L pareca estar mediada por jos niveles de RNAmM y no
por @l incremento en ia tasa de transcripcion, porque en las PC12h-R tratadas con
Actinomicina D (Act-D) se incr 1 los ni del RNAmM para Ia NF-L a niveles
superk alss ani con NGF.

Los andlogos de AMPc como el dibutiril AMPC inducen la transdiferenciacion de
tas PC12, p porque a Pk-MAP, esta respuesta puede inhibirse por

i Y ‘a B, agentes que desestabilizan a los microtubulos y
neurofilamentos, por lo que se ha propuesto que se requiersn de la organizacion de
ambos slementos pars que se manifiesten los efectos del AMPc.

El crecimiento de neuritas inducido por la combinacién de dbAMPc ¥y NGF en
PC12, es ripidamente reversibie al eliminar el dbAMPc del medio, por Que éste es capaz

de ia ion de mi Gbulos y microfiamentos sin requeric de la sintesis
de proteinas y RNAmM. EI dbAMPc también induce b en Ia in y

izacion del q de otro tipo de células sin depender de |a sintesis de RNA
y proteinas, es probable que e! dbAMPc sus ef por vas en el

citoesqueileto de las PC12 que resultan en el crecimiento de noeuritas (Gunning, 1981), et
mecanismo detallado por @l cual se altera la fosforilacion y con elic |a organizacién del
seiato se Yoce, pero se ha ropoﬂndo que ias MAPs regutan el ensamblaje
de mi Jbulos por un lismo de fosforil: 1 dependients de AMPc.
Parece que ia transcripcion dependiente de NGF para inducir el crecimiento de
neuritas involucrara la producciéon de un gene que regula de manera estable que el
dbAMPC organice la fosforilacién de microtubulos y neurofilamentos (Gunning, 1981).
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El tratamiento con NGF de ias PC12h-R, induce |a expresion tamporal de genes
tempranos como el de la B actina, c-fos y c-myc (Greenberg, 1985, Greenberg, 1986,
Curran, 1985, Krujier, 198S), el curso temporal para que el RNAmM de estos genes llegue
a su nivel maximo es de 0.5-2 hs y regresa a su nivel basal te, @ P

necesario para inducir el RNAmM y transcripcion para NF-L es de aproximadamente 3 hs.
Ls icion de ciclor i

a PC12h-R tratadas previamente con NGF, también
induce la expresion de genes para @-actina y de genes tempranos, sin embargo no se
observa la induccion del gene para NF-L, por lo que se considera que 8! mecanismo por
®! cual se induce ta expresion de cada uno de estos genes es independiente (Ikenka,
1990).

La células cromafines se distinguen de las neuronas sin
de la enzima PNMT, |a ausencia de NFs y de neurilas.

por ia exp on
Las neuronas expresan Ia
enzima TH, forman procesos y expresan NFs pero no PNMT, sin

de iones de rata " PNMT y NFs

go las

in vivo y al cultivarse cromafines de
bovino adulto en medio con NGF no expresan proteinas de neurofilamentos, porgue no
forman procesos. ta hcion de

a inhibe ese efecto sin que la
coexpresion de PNMT se afecte (Ehrlich, 1994). Contrariamente a lo propuesto por

Enrich, se habia observado que las cromafines de bovino adulto en cultivo son capaces
de p car i de neurcnas adicionandoles NGF (Naujoks, 1882) y que el
fenotipo in se f

con g icoi y se inhibe la expresidon de NFs
(Doupe, 1985, Unsicker, 1989, Voguel, 1990), estudios in vitro de células cromafines de
rata recién nacida y adults, indican que estas células requieren de NGF para formar

neuritas y i para b ivir (Doupe, 1985; Unsicker, 1989; Tischler, 1993),
sin go Ia PACH para <] isminuye considerablemente con la
edad (Seidl, 1989).

Se propone que durante el pr de diferenciacion y maduracion, los
gl icoides liberad

por ilas células de la corteza de la glandula adrenal inhiben la

expresion de los NFs en las células cromafines, sin embargo existen aigunas

controversias. Anderson propone que la expresion de PNMT depende de los
glucocorticoides aunque sus receptores aparezcan después, lo que sugiere Que nNo se
requiere de éstos para 1a expresion de PNMT, ya que en pen oS con ¢r s
en cultivo en ausencia absoluta de glucocorticoides por dos semanas las células son
inmunoreactivas a PNMT y contienen RNAm,

por lo que consideran que la baja
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produccion endégena de g
PNMT.

para inducir la expresion de
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APENDICE 2
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La fluorescencla es un tipo de luminiscencia donde 1a luz se emite por moléculas
por un corto perid de tiempo deaspués de haber do luz, el po entra la
absorcion y emision es del orden de 10° seg o menos, la luz emitida se conoce como

fluorescencia, si el tiempo es de 10° seg, se orgina la fosforescencia, sin embargo 1a
fluocrescencia y 1 wia pueden ir

con la materia pudiendo disminuir por
difraccion o absorcion.

La absorcion ocurre en cuanta, la energia de un cuanta es de 9.9 x 10-*

ergifotén, a una longitud de onda (/) de 2 x 10%° cm, manteniéndose las constantes de
Planck (M = 6.6 x10-*7 erg seg) , la velocidad de la luz en el vacio (e = 3.0 x 10’° cnvseg)
¥ la fracuencia de vibracion de ta tuz (v = 1.5x10%seg). La cantidad de energia que un
folén absorbe puede calcularse con la ecuacidn: E = hv = he/)

En microscopia la intensidad de |a luz se define como: | = W/cm®, donde W es la
intensidad de la luz de 1 watt y se dafine como la cantidad de energia que es producidad
por unidad de tiempo (1 W = 107 erg/seqg) y se por el g del espéci B

Cuando un cuanta de luz se absorbe por una moiécuta, el elecm&n de valencia se mueve
a una Orbita superior

ptando un . y al reg a su orbita emite un
cuanta de iuz. El P o de ab iOn de una molécula depende del numero de
niveles de energia para el d itado de la écula

La absorcion ocurre en
longitudies de onda en las que la energia del cuanta equivale a la diferencia de enargia
entre e estado electrdnico basal y ol excitado.

Lafl cia es un p de relajacion que se inicia con la absorcion de 1a
Uz y termina con su emision, también es una de las multiples vias del proceso de
desexcitacion por el cual un 6N en ot itad

] a su do basal
iberando energia. 1La longitud de onda de la fluorescencia itid. i es ¥

que \a longitud de onda absorbida (corimiento de Strokes). La vida media de la

fluorescencia se determina por 1a pumanma de este electron en el estado excitado, el
tiempo requerido para el pr de

de 10" seg) es instantaneo en
comparacion con la vida media de la fluorescencia (cerca de 10° seg). Si la vida media

de ia f cia es de de 10° seg, et d itado impide que el 6n se

menor y emite luz.

muewva a un tercer estado antes de que

g aun d
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Existen otras vias de desexcitacion por las que ia energia del electron excitado
puede disi| se, por ej ias $ con la solucion u otras moléculas en la
muestrs. de tal manera que ia energia absorbida por una molécula puede pasar a otra
forma de energia que se utiliza para otras reacciones quimicas. Algunas moléculas
fluorescentes pueden destruirse por proceso de excitacion en presencia de O?. Esto se
conoce como “blangueo®, el cual puede ser Gtil para evaluar la movilizacion de
moiéculas fluorescentes

La oyl ofl t 1 de las moléculas en las células
de mamifero, se encuentran en la region de UV o azul del espectro y se deben
generaimente al NADH, riboflavina y flavina.

Los cambios en la autofluorescencia se han utilizado para evaluar reaccionas
moleculares como el transporte de electrones en mitocondrias, sin embargo tiene un
valor en la biologia celular, en compracion a la ion de c
i como fluord y los flu que se aiaden a las células y se
sintetizan para una aplicacion especifica basandose en los siguientes criterios: et
de on, el To de ision, el iaente de extincion, la eficiencia

cudéntica, la reactividad quimica y jos efectos del medio ambiente.

Los principab [ utiles de los colorantes fiuorescentes son'e!
coeficiente de extincion (e), la eficiencia cuantica (F) y la vida media de la fluorescencia
®, e esla i de la pr i de absorcién, si es alto se encuentra en el
rango de ~-40,000 a 250,000 M/cm, si ia probabilidad de T de jas molécul
fluorascentes es aita entonces tiene una alta p ilidad de isi lo que reduce su
vida media en el estado excitado, por lo tanto la vida es ir e
praporcional a la p lidad de on.

La sficiencia a1 i Feslia de ia eficiencia de |a fluorescencia relativa a
todas las posibili de o i 1, Se puede expresar como el numero de cuanta
emitidos divididos por el numero de cuanta absorbidos. Las moléculas utilizadas en Ia
biomedicina tisnen un campo cudntico menor a 1, mientras las moléculas fluorescentes
tienen un valor de 0.1, la intensidad de la fluorescencia es funcién del campo cuantico, el

producto de F x e a 1a inter de los tes o fh es,
¢ es la concentracién aborbida y { la distania [a cuat la intensidad t de la luz despues de
cruzar ia muestra, por o QUe Inuacescenca=lc F @ € 7. La vida media de los colorantes

fluorescentes o t, se encuentra entre 1-100 x 10° seg, y se define como el tiempo
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promedio en que una écula p an

ia vida intrinseca
®s el valor maximo posible de t y esto ocurre cuando F es maxima, en este caso se

frequiere que todas las vias de desexcitacidon que no sean fluorescencia se eliminen.
En el caso del i ato de flu

ina (FITC), este tiena un pico en el

especiro de absorcidn de 495 nm y de emision de 535 nm como puede verse en la figura
28.

400 500 600 700nm
LONGITUD DE ONDA (nm)
Figura 28 Esp O de A én y E del FITC
Los atrib de los tes flu itiles en la microscopia son:
1) Especifi Las éculas fluorescentas absorben y amiten luz a una longitud de
onda determinada, por lo que pueden lect e y se de entre una
de i moleculares.

st ite 50 léculas pueden detectarse en un volumaean celutar de 1 pm" con
un microscopio de fluorescencia. Este nuomero tiende a disminuir con el avance de
maétodos quimicos, exparimentales y al aumento de la sensibilidad de 1os fotodetactores.

2) Sensibilided. Permmite detectar un pequeiio numero de moléculas fluorescentes,
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moléculas fluorescentes pueden definir con extrema

3) Espectroscopia. Las

prop fisi imi varios p P P pueden
empilearse para medir propiedades como: pH, [Ca®’] libre. o potencial de membrana,
i6n de cargas, i 3 slar, iente

de difusion y orientacion molecular.
4) R 7 o Las ici ites se ven limitad por su

resoiucion tempors!, como aquelios eventos que ocurren con una fracuencia igual o tan
grande como Ia inversa del tiempo entre la absorcién y emisién de la luz. Aquellos
procesos bioldgicos que ocurren en el orden de ~10° seg © menos pueden ser

d = y i Durante este intervalo del! tiempo pueden ocurrir muliples
cambios quimicos y moleculares en la céiula viva, aunque muchos procesos son mis
lentos y pueden i con inds fluorescentes.

i entre paci

§) Resolucion Espacial. Las sehales fluorescentes pueden
celulares tan pequefios como una simple molécula, si contiene sufientes cantidades del
fluoroforo, La resolucion de estructuras se limita al poder de resolucion del microscopio,
®] cuat es funcidon de la apertura numérica de objetivo y la longitud de onda de emisién.
La inmunofiuorescencias ha sido una herramienta invaluable en la microscopia de
fluorescencia Otil en bi celular, ina la idad, sensibilidad y la
resolucion del io de fit con la union selectiva del anticuernpo a una
region restringides de moléculas de antigeno o epitope. Multiples epitopes pueden
on la mi dule, en la mi o e teculs biando
con diferantes colores de fluorescencis. El mismo concepto se ha usado recientemente
para la hibridizacion in situ.
La microscopia de fluorescencia es una herramienta importante para el estudio in

vivo @ in vifro de chlulas y teji Las éculas M pueden introducirse en
. chlulas vivas para medir i figsiold ] b como et pH citosdlico, la [Ca®"}i,
asi como la dingkmi de dlog

potencial de membrana, estructurss celulares,
fluorescentes de ras Ogi pecificas, movilizacion lateral de lipidos y

de proteinas de membrans y la difusion ional. Los dimensiongles en ia
y de éculas del orden de 5 nm se pusden detectar midiendo la transferencia

de energia.
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Los avancss en l0s métodos de registro en video y por procesamiento digital,
permiten obtener andlisis Muiti 3 o i v ¥ medir el
de jucién de la de la p bas ft on las chluk

CARACTERISTICAS DEL MICROSCOPIO DE EPILUMINACION

E) principio fundamental para el disefio de un mk o de fh es

la coleccion de Ia fluor ia emitida y minimizar la excitacién. Esto se

logra it do la Opti Yy miniminizando los e s it tes del
microscopio.

Uno de los prir impedi tos para disefiar un microscopio de

fluorescencia, os que la intensida de Ia fluorescencia de la muestra sea varios drdenes
de magnitud menor a la intensidad de la iluminacidn, por lo tanto ias imégenes deben

o con un de bajo nivel de iuz, con un CCD o un digitalizar de imégenes
que minimiza la destruccidén permanents de la fluorescencia por la conversion que induce
la luz sobre el fluordforo @ compuestos quimicos no fluorescentes o “bianqueoc” de la

gen. EI de la i gen depende de la pPaci del ¢ pic para
permitir el paso de la fi wia &l ¢ . misntras se blog latuz i La

ibilidad y cor del mi pioc dependen de Ia iluminacion , la via de formacion
de las i y del f nto de los es op el o

uUn de fh Cin, @8 un o pOor una porcion
optica para la de sgenes at pic de po claro, para

on un de fluorescencia o epi-il i on se e de una serie
de aditamentos que dependen del tipo de fluoroforo a utilizar.

El px de la ilumi on y @l cor para ia epi-i e S en
jos 80°s modifi Ios i ando un filtro de interferencia. La
opi-Mh © epi-ik ', se logra a través de un objetivo que sirve como
condensador y objetivo del sistema. & componente fue o un
i con un c ta de ir cia que ja & 45° para la longitud de onda del

filtro de excitacién la cual envia en direccion contraria, a la longitud de onda para el filtro
de emisién, permitiendo el paso de esta ultima.
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EI1 fitro de ot de 6ny forma un on
peci con i débil, al combinarse con la aperturs numdrica del
jative que bien sl o funch como un condensador.

La epiluminacion se basa en ia ik ¢ , la ®s que pusde

con mé de inacitn de fase,
P © interfy i y su Hidad y atibilidad la hacan una
B on la mé pia de N

En Ia epliuminacion los filtros pueden ser de custro tipos, Qque difieren en su
manufactors, a fin de Que cumpia con caracteristicas especificas de acuerdo 8l tipo de

fluoroforo a utilizar. Los fitros de densidad neutra, atenuan los y hace uni
o se fi i una i de metal sobre Ia supersticie
de! vidrio que Se cubre por una segunda place de vidrio, (0s filtros de vidrio coloreado o
filtros Y la luz en reg i del , @b ) Ia luz por la
de del vidrio, los filtros de gelatina tienen entre dos placas de vidrio
una licula de con y los fitros de interferencia que se
por var de una pelicula con diferentes indices de refraccion que se

depositan sobre una capa de vidnio que se sella por otra. La v
de estos fitros se produce por interferencia de la luz da en Ia sup de las
diferentes capas de peliculs, (a luz Que NO se trasmite por ¢l filtro se refleja. estos fitros

se fian para reg especificas del
El fiitro til en o andlisis del de fn (FITC), o >
ol esp de ab y de del i f
€l fito de PO y o filto de e
[ on cubos antes del obj on ailg! un op con
un switch permite ol paso de la fuz a de estos
La wia de s imag [ variar con ef objetivo empieado, ia
se por e tivo y varia con ef cuadrado de su spertura
numérica. .
un pio de tiene un alto indice de deteccion, con o ha sido
- ia emitida por una Muestra CoMo an un fluorometro debido

& ia alta apertuers numerica de ios objetivos empilesdos. Varios estudios han
o que el pio tiene gran sensibilidad, Barak y Webb detectaron

particulas de baja densidad de lipoproteinas con ~50 moléculas de fluoroforo (Barak,
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1980), pero » ha sido posib! un solo fiL en i 18 Opti
(Mathies, 1986) y Hirschfek! detecté una molécula bioldgica marcandon con polistilamina
varios y a una molécula de Ig G (Hirschfel, 1987)

CURVA DEL ESPECTRO DE TRASMISIO
DEL FILTRO BLOQUEADOR
DM 510

Transmission Ratio (%)

500

wo

LONGITUD DE ONDA (nm)

Figurs 29 Curva del E o de T del Fiitro pare FITC
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