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RESUMEN 

Las cetulaa cromafines de fa glándula adrenaJ al exponerse in vilfD al NGF o al 

dbA.MPc se tranadiferencian en c.61ulaa mu~ parecidas a las neuronas simpáticas, cuya 

principal caracterfstica es Ja formación de procesos o neuritas. Este proceso involucra 

un aumento de la expresión de protelnaa del citoesqueleto (neurofitamentos) que son son 

c:onaiderad•s como marcadores neuronales. En este trabajo evaluamos la expresión de 

neurofilamentoa de 68 kOa, como un indicador de la transdiferenciación de las c81ulas 

cromafines en un fenotipa similar al de fas neuronas simpáticas. El análisis morfotógico, 

previo a la evaluación ce los neurofilamentos de 68 kDa. se realizo por inmunocitoqufmica 

para fa enzima PNMT y muestra que la disminución en et proceso de transdiferenciaclón 

de fas o61ufaa cromafines está estrechamente relacionado con fa edad de 109 anim.-s de 

los que se extr-n estas ~lulas y la expresión de las protefnas de citoesqueleto ae 

cu•ntifico utilizando una téC11ica de fluorescena. digtt•I cuantitativ•. 

Loa datos obtenido& indican que tanto el NGF7S como el dbAMPc aumentan el 

parcentaje de células cromafines que expresan PNMT• y la longitud de loa procesos 

formados por I•• mismas. Estos cambios están asociados con un aumento de la 

expresión de los neurofilamentos de 68 kDa, hasta alcanzar valores campar.bles a loa de 

las neuronas affnp8ticas. con las que se hace una comparación. Estos cambios ocurren 

sin que ,.. atfula• cromafines dejen de sinterizar fa enzinl• PNMT que las earactenz.. 

Tambi6n encontramos que el •umento en fa expresión de los neurofilamentoa de 

68 kOa requiere de Ja presencia continua del NGF7S, es decir que un• expoak:ión. 

tranaitoria .. factor, no es un estimulo suficiente para que la células C«Hnafines continúen 

avanzando en su transformación al fenotipo neuronal. 

Por otro lado encontramos que la dexametasona. anaJogo del cortisol SltCA!ltado 

por las células de la corteza adrenaf, ejerce efectos inhibitorios sobre fa acción del 

NGF7S pudiendo revertir los efectos neurogeniz•ntes inducidos por el NGF7S. 

En este trabajo demostramos que las c61ulas cromafines, tienen la plasticidad para 

transformarse de un fenotipo cromafin a neuronal y que ese fenotipo neuronal puede 

revertirse al fenotipo cromafin por medio de la dexametasona. 
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ANTECEDENTES 
•) Oiferenci•ci6n de 1•• C•lulas de 1•• Cre•hl• Neuralea 

Durante el desarrollo embrionario. los diferentes tipos de tejidos del organismo .se 

fonnan a partir de complejos procesos mediante los cuales grupos celulares distintos 

siguen un programa dictado por·el material genético que ras lleva a especializarse para 

cumplir una determinada función. Este proceso se conoce como diferenciación celular y 

depende de señales intra y extracelulares que controlan la expresión de genes 

específicos. 

Existen dos posibles programas de diferenciación, el primero, conocido como de 

diferenciación autónoma, se caracteriza por llevarse a cabo siguiendo un programa 

gen•tico estricto e inalterable. El segundo tipo de programa, denominado diferenciación 

regulada por el entamo, es más plástico. y las sel\ales provienen del microambiente que 

rodea a la célula. La contribución que tienen en el desarrollo estos dos tipos de 

programas varia entre especies y entre distintos tipos celulares de un mismo org•nlsmo. 

El programa de diferenciación regulada por el entorno involucra la interacción 

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 • cabo a 

través de la unión de moléculas se"alizadoras extracelulares moléculas receptoras 

localizadas en la membrana de la(s) célula(s) blanco. Un complejo sistema de 

mensajeros intracelulares está involucrado en llevar a cabo la respuesta apropiada a 

estos mensajeros extracelulares. Un problema central de la neurobiología del deu~no 

es entender los mecanismos celulares y moleculares que generan la diferenciación, la 

diversidad y la plasticidad del sistema nervioso. Las c»lulas que compcnen las crestas 

neurales constituyen uno de los ejempk>s mejor estudiados. Estas células son 

pluripotenciales (es decir, pueden generar una gran variedad de tipos celulares) antes y 

un poco después de su migración del tubo neural. La figura 1 ilustra la progenie 

derivada de las celulas de la cresta neural. 

Hasta ahora se desconocen los mecanismos por los que las células, inicialmente 

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 el desarrollo, ya sea por señales ambientales o por señales intrinsecas tales 

como como los factores de transcripción en coordinación con factores ambientales. 
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Figura 1 Tipos Celulares que - originan de la• Crestas Neuralea 

Un grupo de ct!tlulas de I• región dorsal del tubo neural al migrar siguen diferentes 

vi•• que originan varios linajes. entre ellos el linaje simpatoadrenal que es el objeto de 

inten!ts de este trabajo (v•aae f'tQura 2). 
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Cada población celular de las crestas neurales, muestra un destino especifico 

que puede alterarse por cambios en el medio ambiente (Le Dovarin, 1982). La migración 

de las células del linaje simpatoadrenal se inicia ventralmente a partir del ápice del tubo 

neural hacia la aorta dorsal. Estas células se agregan y diferencian por un lado, en una 

cadena simpática primordial en la que hay células que coexpresan marcadores tipicos de 

neuronas 6 de células cromafines (localizadas al final del desarrollo en la médula 

adrenal). Las células que pennanecen en el primordio de ganglio simpático pierden los 

marcadores cromafines, en tanto que las que continúan migrando más ventral y 

caudalmente dan origen al primordio de la glándula adrenal y pierden los marcadores 

neuronales. Por procesos de maduración y como resultado de la influencia de factores 

microambientales, las células simpatoadrenates terminan diferenciándose ya sea en 

células cromatinas o en neuronas simpáticas (Doupe, 196Sa). 

Existe un tercer tipo de células. las llamadas células pequenas 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 desarrollo, éstas 

células, poco abundantes y con características intermedias entre las de las neuronas 

simpáticas y las células cromafines, se localizan en los ganglios simpáticos. Los tres 

tipos celulares del linaje simpatoadrenal sintetizan y almacenan catecotaminas. aunque 

difieren en varias otras caracteristicas. Por ejemplo, las neuronas simpáticas forman 

dendritas, cuyo citoesqueleto está formado por microtúbulos y neurofilamentos. Estos 

úllimos, de hecho, son considerados como marcadores específicamente neuronales (ver 

apéndice 2). En cambio, las células cromatinas, no forman procesos ni expresan 

neurofilamentos y además poseen la enzima fenil-etanolamin-N-metil transferasa 

(PNMT), que participa en la sintesis de adrenalina (A). Las células SIF en cultivo pueden 

interconvertirse fenotípicamente por señales ambientales ya sea en células cromatinas o 

en neuronas simpáticas. Estas señales pueden ser los glucoconicoides (GC) o el factor 

de crecimiento neural (NGF), respectivamente (Jacobson, 1991). Se piensa que la 

presencia de estos dos factore~ durante el desarrollo embrionario determina el fenotipo 

alcanzado por las células del linaje simpatodarenal. 

La hipótesis de que las células cromafines y las neuronas simpáticas se originan 

a partir de un progenitor embrionario común ha recibido un fuene apoyo por estudios que 

han demostrado que las células SIF pueden interconvertirse en uno u otro tipo celular, es 

decir in vitro pueden convenirse en neuronas simpáticas por exposición a NGF o en 
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células cromannes si se exponen a GC. (Ooupe, 1985b). Si las células SIF son 

expuestas simultáneamente a la combinación da GC y NGF se favorece et fenotipo SIF, 

por lo que se ha propuesto que probablemente la diferenciación de las células 

cromatinas y las neuronas simpáticas ocurra a través de una célula intermedia parecida 

a las SIF que Podrian ser los progenitores embrionarios de ambos tipos celulares. 

Al inicio de su diferenciación y migracon, las células progenitoras 

simpatoadrenales carecen de sensibilidad al NGF, porque no expresan el RNA 

mensajero que codifica para su receptor (lrttA). Este receptor es un componente esencial 

de la senar de trar.sducción del NGF (ver más adelante). Se piensa que otros factores 

del medio ambiente, como el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF; Green. 

1987) y Ja interfeucina 6 (Saroh, 1988), favorecen in w"vo la expresión de receptores a 

NGF (Stein, 1988). El bFGF puede inducir la profiferación y el crecimiento de neurit•s de 

las células progen1roras simpatoadrenales in vitro. pero es incapaz de promover su 

sobrevivenc:i• a largo plazo. Esto sugiere que et FGF promueve fa prolifenteiOn y la 

diferenciación inicial de estas c91ufas, •umentando, a su vez ta expreaión de receptores 

para el NGF. Pos:eriormente, el NGF actuaria como un factor de diferenciación y 

sobrevivencia. El e:'ecto del FGF puede mimetizarse por despolarización membranat. En 

las células cromafüies in vilro, el factor de crecimiento fibroblBsUco induce proliferación y 

diferenciación neuronal inicial (Claude, 1988; Stein, 1988). sin embargo una vez 

eat•blecidos estos cambios tempranos, este factor es incapu dct mantener la 

sob,.vivencia, como lo hace el NGF (Siempre, 1988>. 

En 1985. Ocupe demostró que las células cromafines in Vitro expuestas • NGF 

por algun•s semanas se transformaban en c6fulas morfológica y antigénic::amente 

indistinguibles de verdaderas neuronas simpáticas (Doupe, 1985, véase tam~n 

Unsicker, 1978). Este proceso conslifuye un ejemplo de transdiferenc:lación, fenómeno 

en el cual ocurre un cambio fenotipico, por cambios en la programación genetica de las 

células. sin que para ello sea necesaria la sinlesis de ONA o división celular. Las 

transformaciones que se llevan a cabo durante la transdiferenciación celular pueden en 

algunos casos ser en forma estable e irreversible, en ocasiones desaparecen totalmente 

las características de las céfulas originales, sin que por ello se considere a las células 

resullantes como anormales.(Okabe, 1991). En el caso de las células cromafines, el NGF 

induce primeramente división celular y poslerionnenre la formación de neuritas (lillien y 

Cfaude, 1985). Estos efectos se clasifican dentro de los efectos tempranos y tardíos, 
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respectivamente de este factor. La conversión al fenotipo neuronal involucra la inducción 

de genes específicos de neuronas y la síntesis de novo de proteínas (Anderson y Axel, 

1986). 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 

diferenciación neuronal de las células cromafines por NGF fo constituyen experimentos 

en los cuales se les inyectó crónicamente NGF a ratas preft•das. Este indujo en los 

embriones el reemplazo de las células cromafines por neuronas simpáticas (Aloe y Levi­

Monalcini, 1979). Estos datos sugieren que el NGF es una de las señales ambientates de 

mayor importancia in vivo en el control de la diferenciación neuronal de las células de 

linaje simpatodarenal. Todos los efeclos mencionados sugieren fuertemente que el NGF 

es indispensable para la diferenciación y sobrevivencia de las células simpatoadrenales 

tanto in vivo como in vitro. 

Los efectos del NGF han sido estudiados con más detalle en células PC12, Une• 

celular derivada de un tumor de médula adrenal de rata ampliamente empleadas como 

un modelo de diferenciación neuronal. En ausencia de NGF, estas células poseen 

propiedades fenotípicas similares a las de las células cromafines: Síntesis y liberación de 

catecolamlnas y sensibilidad al NGF. Sin embargo, cuando son expuestas al NGF, dejan 

de dividirse e inician su diferenciación a células similares a las neuronas simpáticas. Esta 

diferenciación se acompaña del crecimiento de neuritas. la aparición de propiedades 

excitables, fa sintesis y liberación de noradrenalina y la expresión de proteínas de 

citoesqueleto consideradas como marcadores neuronales (Romano. 1987; Aleta, 1989; 

Islas, 1993; Yang, 1996). 

b) Antecedentes y Caracterfsticas del NGF 

A mediados de 1948, Elmer Bueker y Victor Hamburger. encontraron luego de 

transplantar un sarcoma de ratón en la membrana coroalantoldea en un embrión de 

pollo, que los ganglios sensoriales y simpáticos del sistema nervioso periférico 

incrementaban su tamaño. Simultáneamente los procesos neuronales de ganglios 

vecinos invadían el tumor y se ramificaban masivamente. Rita Levi·Montafcinic y Victor 

Hamburger postularon que el tumor elaboraba una sustancia difusible que afectaba el 

crecimiento neuronal que nombraron .. factor de crecimiento neural (NGF)'". 

Estudios posteriores apoyaron la idea de que esle factor era difusible. Usando 

técnicas in vitro para mantener ganglios simpáticos y sensoriales en presencia del tumor 
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o extractos de éste, fue posible replicar los resultados obtenidos in vivo. observándose 

que el crecimiento de neuritas por los ganglios se incrementaba consic:Nrablemente. 

Levi·Montalcini y Bookeer en 1960 trat.ron ratones recién nacidos con 

anticuerpos contra NGF y observaron que estos impedian et desarrollo normal de las 

neuronas simpáticas y periféricas. 

Cohen en 1960, logró extraer, purificar y caracterizar al NGF a partir de la 

g~ndula submaxilar de ratón macho adulto que contiene considerables cantidades del 

mismo y del cual se han deducido sus propiedades fisicas y químicas (Cohen, 1960). 

Una característica importante es la posibilidad de aislarto en dos formas. la primera 

referida como NGF7S, que es una molécula de alto peso molecular, con dos copias de 

tres polipéptidos a., p y a y la segunda preparación conocida como NGF2.SS que es 

biológA e inmunológicamente indistinguible de la subunidad p que se disocia del 

NGF7S. La actividad biológica del NGF reside en la subunidad p que es un dimero 

unido covalentamente, formado por dos péptidos idénticos de 118 aminoácidos. Las 

subunidades a y p (figura 3) del complejo 7S son características de la gléndufa 

submaxilar de ratón, ya que no se sintetizan en esta misma glénduta en otras especies. 

En 1989 Barde definió el termino "'factor neul'Qtrófico .. restringiéndolo • 

proteinaa involucradas en la regulación de la sobrevivencia de las neuron•s durante el 

de .. rrollo. Actualmente se sabe que los factores neurotrófieos tienen otros efectos, 

lldemás de existir gran cantidad de datos que sugieren que otros factores como el factor 

de crecimiento fibroblástico, el factor de crecimiento epidermal. el insulinico y las 

neurotrofinas 2. 3, 4 y 5 pueden mimetizar algunas funciones del factor neurotrófico. Por 

1'9ZOnes prácticas, se considera que para definir un factor neurotrófico, deben excluirse 

moléculas de membrana como receptores o aquellas que afectan al adhesión y 

sobrevivencia de las neuronas como son las hormonas tiroideas, asteroides, 

gangliósidos, etc. Por lo que se ha sugerido la siguiente definición: L.oa '•~• 

neul'Ofrd'1coa son proteln•• en~n•• que '9fílU'-n ,. aabrttvlt1Wncl•, c'9f:lmlenm, 

pl•stlcld•d morloldglca y slntes/s de proteln•• lnvolucr•da• en dlfe,.ntes 

funciones en /as neuronas. (Barde, 1989). 

El NGF ejerce sus efectos en las células cromafines en dos fases, la primera 

incluye el proceso de mitosis o división celular y la segunda el inicio de fa formación de 

neuritas. Se considera que la rase temprana involucra la expresión de genes y la fase 
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tardía se manifiesta con la síntesis de novo de proteínas. la formación y mantenimiento 

de neuritas asociada con la diferenciación y la sobrevivencia celular. 

A continuación la tabla 1 muestra en orden cronológico estudios sobre los 

efectos que diferentes factores ejercen en células PC12, neuronas simpalicas y 

sensoriales, y células cromafines. 

Figura 3 Secuencia de Aminoácidos de la Subunidad pdel NGF7S 

l.O 



T•bl• 1 Cronologi• de la Investigación de los Efectos de Dlf•Nntea F•ctore• sobre 
C•lul•• PC12 1 Neuronas Simpjticas. Neuronas Sensorf•les. y Ctilul•s Cromaflnea 

1978 Schuben El NGF incrementa los niveles de AMPc en las PC12, 
neuronas simpáticas y sensoriales, e induce el 
crecimiento de neuritas 

1979 Fraizer El AMPc mimetiza los efectos del NGF en neuronas 
simpáticas y sensoriales 

1981 Unsicker La resiembra de cromatinas previamente expuestas a 
NGF o AMPc favorece su agregación y el número de 
ellas aue forman neuritas es menor 

1981 Ziegler La resiembra de cromatinas previamente expuestas a 
NGF o AMPc favorece su ag~óny el número 
de ellas que forman neuritas es menor como ocurre 
con las PC12 

1981 Gunning La exposición simulUinea a NGF y AMPc de 
cromafines, PC12 ootencia el crecimiento de neuritas. 

1982 Burnstein El PMA activa PK-C y potencia •I Cl'eCimiento de 
neuritas en las PC12 oreviamente exouestlls a NGF 

1982 Green El aumento en las concentraciones intemas de Ca++ 
son necesarias para la generación da neuritas y 
estabilización de filamentos de actina 

1985 Heideman La exposición simultánea a NGF y AMPc de las 
cromatinas. PC12 y neuron•• favorece su 
diferenciación. 

1985 Heideman En las PC12 el AMPc potencia los efectos del NGF e 
induce la extensión de neuritas 

1987 Moskal El PMA activador de PK-C induce el crecimiento de 
neurilas en el SNC 

1988 Rydel El NGF y AMPc actúan sinergísticamenle, 
favoreciendo la sobrevivencia a largo plazo y la 
formación da neuritas en neuronas simpáticas y 
sensoriales de rata 

1988 Rydel EIAMPc favorece la sobrevivencia a largo plazo y la 
formación de neuritas en las neuronas simpaticas y 
sensoriales de rala inden11ndientemente del NGF. 

1988 Wakabe La combinación de AMPc y NGF favorece la 
sobrevivencia a largo plazo de las neuronas 
simpáticas y sensoriales de pollo, asi como también 
el AMPc induce la diferenciación 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 cor el NGF en las 
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1988 Tischler 

1988 Koisumi 

1989 Cho 

1989 Golubeva 

1989 Maher 

1989 González 

1990 Green 

1990 Pacheco 

1990 Tischler 

1990 Rogers 

1991 Meakin 

1991 Tischler 

1991 Catt 

1991 Herman 

1991 Vetter 

PC12 
La direrenciación y el mantenimiento del crecimiento 
de neuritas inducidas por el AMPc en las cromafines 
es similar al observado en las PC12 
La staurosporina inhibe el crecimiento de neuritas en 
la células PC12 

El AMPc induce la extensión de neuritas de novo en 
las cromafines, PC12 y neuronas simDáticas. 
El NGF activa la adenilato ciclasa y disminuye la 
actividad de la GTPasa sin aumentar 
sianificativamente los niveles de AMPc intracelular 
El ortovanadato un inhibidor de fosfatasas que 
incrementa Ja fosforilacion de tirosinas no es capaz 
de inducir por si solo el crecimiento de neuritas en 
las células PC12 
El AMPc estimula en las PC12 y cerebro la expresión 
de aenes oor activación de la PK-A 
La 6-tioguanina inhibe la Pk-N y el crecimiento de 
neuritas en las PC12, neuronas simpáticas y 
sensoriales. 
El AMPc induce cambios pronunciados y répidos en 
el fenotipo de las células cromafines de ratas fetales 
en cultivo 
En las cromatinas. PC12 y neuronas simpaticas el 
AMPc ootencia los efectos del NGF 
La entrada de Ca'• inducida por Bay K-8644 en 
neuronas de ganglio cervical superior potencia el 
crecimiento de neuritas 
Los efectos del NGF se deben al aumento en los 
niveles intracelulares de AMPc y /o activación de Pk­
A 
En las cromafines, PC12 y neuronas simpéticas el 
AMPc notencia los efectos del NGF 
El NGF activa la PLC-, y fosforila fosfolipidos de 
membrana formando dos segundos mensajeros el 
diacilalicerol e IP,, 
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 
formación y el mantenimiento de neuritas. Las 
cromafines expuestas a PMA por dos semanas y 

1 resembradas con PMA. forskolin o su combinación, 
l adallleren P.I fenotioo neuronal. 
La PLC·t inleractua con trkA que activa la via Ras­
MAPK involucrada en la diferenciación de las PC12 
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1991 

1991 

1992 

1992 

1992 

1993 

1993 

1994 

1994 

1994 

1994 

1994 

1995 

1995 

1995 

1996 

1996 

Schaneng~King 

Sheng 

Herman 

Berg 

Ohmichi 

0-rrneler 

Ch en 

Be"idge 

Marshall 

Cowtey 

Frodin 

Frodin 

Young 

Rusanescua 

Bon ni 

Sun 

Nakamura 

La unión de NGF a trkA en fas PC12 fosforila 
tirosinas cor la actividad del cronio recentar 
El Ca • media la inducción de genes en respuesta a 
la depolarización que genera a través de CREB que 
funciona como un factor de transcripción regulado por 
Ca++ 
Las cromafines expuestas por dos semanas a NGF 
se transdiferencian en neuronas se vuelven 
altamente decendientes de él 
La fosforilación en residuos de tirosina por et TrkA se 
inhibe con s·meliltioadenosina asi como el 
crecimiento de neuritas v a Trt<A 
La cinasa IP3 interactúa con trkA que activa la via 
Ras-MAPK involucrada en la sobrevivencia de las 
PC12 
La proteina adaptadora Shc interactúa con trkA que 

activa fa vía Ras-MAPK involucrada en I• 
diferenciación de las PC12 
En las PC12 tratadas con NGF se fosforila MAPK y 
se transloca al núcleo en donde diversos fac1ores de 
transcricción son sus substratos. 
El DG estimula la PK-C que junto con el ca•· activan 
la via Ras-MAPK en las PC12 tratadas con NGF 
El GTP activa Ras y fosforila Raf en las PC12 
traladas con NGF induciendo la diferenciación celular. 
Raf fosforila y estimula la proteina cina .. MEK1 cuya 
activación es necesaria y suficienle para ciertos 
aspectos de la diferenciación y crecimiento neuritas 
en las PC12 tratadas con NGF 
La adición simuUánea de NGF y AMPc potencia la 
activación de MAPK 
El AMPc y PMA tienen acción sinergista activan la 
PK-C Que estimula a ERK1 y MAPK 
La adición simullánea de NGF y AMPc potencia Ja 
activación de MAPK que induce la diferenciación en 
las PC12 
La entrada de Ca"• a través de canales voltaje 
dependientes induce el crecimiento de neuritas en las 
PC12 por activación de Ja vía Ras-MAPK y la 
inducción de aenes de resouesta temorana. 
Una vez que el NGF activa la via Ras-MAPI< fosforila 
CREO quH selectivamente activa genes de expresión 
tardía que 11enen sitios de unión a CREB en regiones 
reauladoras 
El AMPc estimula la expresión de genes a través de 
la fosfonlación de CREB 
La proteina adaptadora Shc en neuronas del sistema 
nervioso central y PC12 activa MAPK dependiente 
de Ras 
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e) Receptores del NOF 

El mecanismo por el cual el NGF ejerce sus efectos no eatá bien entenc:rtdo pero 
es claro que el NGF se une a receptores especificas de 1• membralna. En atgunoa casos 

el complejo NGF·receptor se intemaliza y transporta hasta el núcleo (Yankner y 

Shooter. 1979). En todos los casos la unión del NGF con ·su receptor induce cambios en 

los niveles de varios sistemas de segundos mensajeros que datenninan a su vez 

c.-mbios en la expresión de genes. en la síntesis de proteínas y aumento en el 

crecimiento de neuritas y en Ja sobrevivencia celular. 

IAI c.racterización de los receptores de membrana para el NGF por Sutter en 

1979 identifico un número pequeno de receptores de atta afinidad y otro de menor, 

dando origen a la nomenclatura de receptor lento o nipido. que corresponden al de arta 

(HNGFr o ~) y de baja afinidad (LNGFr o p75), respectivamente. Se ha observa.do 

que el receptor de alta afinidad es el responsable de la actividad biológica del NGF y de 

au intemalización. 

Barbacid en 1993, propuso atgunos modelos posibles del tuncionamiento de 

estos receptores para el NGF sobre todo para el de alta afinidad que ea • tr.v6s del cual 

ae Inicia I• sell•I de tr.,,sducci6n. 

Un modelo (figura 4a) propone que el receptor asociado a trkA requiere de ,. 

expresión da p75, esto permitió disei'ilar un modelo en el qua el receptor de alta •finid8d 

podña ser un complejo heterodimérico formado por una unidad p75 y otra trkA., aunque 

no hay evidencias bioquímicas de su funcionamiento y en células PC12 mutantes en las 

que soto se induce la expresión de p75 responden al NGF generando sitios de unión de 

alta y bel• afinidad. 

Un segundo modelo (figun1 <4b) propone que el receptor puede coexistir en un 

equilibrio dinámico entre estructuras monoméricas y homodiméricas, el comptejo 

homodimérico produce la fosforilación de los residuos de tirosina que son producto de la 

unión del NGF con alta afinidad. 

Actualmente se sabe que el trkA es el receptor para el NGF responsable tanto de 

la intemalización del NGF y como el productor de la transducción de la sei'ilal. 

Una vez unido el NGF a TrM en las células PC12 y neuronas, se produce su 

dimerizadón, siendo el sustrato de este receptor las moléculas de ürosina, los primeros 

sitios de fosforilación son tres tirosinas localizadas dentro de ra cinasa y posterionnente 

dos del dominio externo. Las tirosinas fosforiladas por Trtc.A sirven como un andamio 
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~,. r9Clutar protefnas adapladonls y los amlno6cldos de su alr8dedor como sitio de 

reconocimiento de ~las efectonis . 

. , 

b) 

_. .. __ 
NGF NGF 

==--·· - NGF 

--
=*l ..... -NGF 

Figura 4 a) Modelo que Propone al Receptor de Alta Afinid•d como un Complejo 
Heterodim4'rico b) Modelo que propone que trkA Coexiste en un Equilibrio 
Dfn6mico entr. Estructuras Monoméricas y Homodlméricas. 
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d) Sell•le• - Transducción Inducidas por la Unl6n NOF..-

Uno de los primeros eventos intracelulares que el NGF produce. ea la 

modificación del estado de fosforilaci6n de proteínas citoplásmiclls y nucleares como: la 

tlrosina hidroxilasa, una proteina nuclear de 30 kDa, una proteina soluble de 100 kDa ó 

Nsp100, y otra de 70 kOa, la sinapsina (Romano, 1987), protefnas de neurofilamentos 

(Aletta, 1989), proteínas de citoesqueleto (Landrelh, 1987) y la proteina riboaómicai S8 

(Mutoh, 1992). El mecanismo de fosforilación de estas proteinas puede esr.r mediado 

por la activación de: el propio receptor de NGF trtcA., la proteina cinasa C (Pk-C). la 

proteina cinasa dependiente de AMPc (Pk-A) o una proteina cinasa asociada a 

microtúbulos (Pk-MAP) (Sano, 1990). El mecanismo por el cual estas cinasas se activan 

involucra más de una vía de segundos mensajeros y hasta terceros mensajeros, como 

se muestra mas adelante en la figura 6. 

d.1) Vla Ras-MAPK 

La unión de Shc al sitio que activa trtcA inicia ta vi• conocida como de la cina .. 

Raa-MAP la cual es critica para que el NGF induzca la diferenciación de las PC12. Shc, 

es una proteína adaptadora que participa en la activación de Ras en respuesta a 

factores de crecimiento, tiene dos dominios de unión a fosfotiroatnas: un dominio SH2 

en el extremo carboxil y otro (PBI) en el extremo amino (Ricketts, 1996). En neuronas y 

PC12, Shc esta involucrada en la activación de MAPK dependiente de Ras. Mientras la 

participación ubicua de Shc como un molécula adaptadora en ta seft•I de trasducción se 

incrementa en el tejido nervioso. su expresión es sorprendentemente b•ja en el cerebro 

(Nakamura, 1996). Shc fosforila especlficamente la tirosina 490 de trkA y sirve como 

proteína adaptadora que media la asociación de proteínas adicion•les, I• unión del 

dominio SH2 de Shc a la proteina Grb2 y de esta ultima con el factor de intercambio Sos, 

que intercambia GDP por GTP. activan a Ras. No se sabe si el complejo trkA, Shc, Grb2 

y Sos, tiene únicamente la función de permitir que Sos acerque a la membraina 

plasmática a Ras. La translocación de estas proteínas del citoplasma a la membrana 

provocan la activación Ras. que es una proteína G de membrana activada por GTP 

(McCormick, 1994). La unión de GTP a Ras presente en las PC12 tratadas con NGF 

activa la cinasa Raf (cinasa de serina treonina) (Marshall, 1994), la activación de esta 

forma de Ras es critica para que las neurotrofinas induzcan la diferenciación celular. 
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Al inyectar la fonna activ• de R•a • ... PC12 ... produce la diferenciación celular 

mimetizando los efectos del NGF (S.r-S.gl, 1985) y i. Introducción de anticuerpos 

contra Res en las PC12 inhiben su diferenciación eún edlc:ionandO NGF (Hagag, 19811). 

Cuando Ras, Raf y trkA se coexpresan en un sistema de baculovirus Raf fosforila 

tiroain••, sin embargo fa fosforifación de Raf que ocurnt en residuos de tirosina no se ha 

detectado en PC12 estimuladas con NGF. 

Un• vez activad• Raf. fosforila y estimula I• activid9d de una proteina cinasa 

MEK1 cuya activación es necesaria y aurrciente .,.,.. ciertos aspectos de la 

diferenciación y crecimiento de neuritas de las PC12. mientras la expresión de la fonna 

negaitiva bloquea este efecto (Cowtey, 1994). El único sustrato conocido de MEK1 es Ja 

proteina activadora de fa mitosis MAPK, que es una cinasa reguladora de se9'ales 

-s (ERKS). En las PC12 1ratadas con NGF, MEK activada fosforila en residuos de 

trwonina y tirosina de MAPK y la transtoca al núcleo, loa sustratos de MAPK son diversos 

fec:tores da lrensctipción y la cinese ribosomice S6 (Chen, 1993). 

La Rsk (enzim• que c.mtellze el fosforileción da S6) se hen c.mracterizado en PC12 

y fosforila factores de transcripción como Elk-1 y CREB, ambos regulan la expntsión de 

genes de respuestas temprana y tardia (Blenis, 1993). se ha propuesta que eatai vía 

adapteda al sistema nervioso genera proliferación y diferenci8Ción celular. 

Marshall en 1995, mostró numerosas evidenci•• de que el NGF y EGF inducen la 

via Raa-MAPK con un curso temporal y ciMtica diferente en las PC12. Mientras el NGF 

ectiva la vía Ras·MAPK por varias hor8a en forma sostenida, el EGF la activa solo 

lnlnsltoriamente (Qiu, 1992). A esto - - que cuando el rec.mptor para EGF se 

expreaa en PC12, se prolonga el tiempo para inducir R•a-MAPK y la diferendad6n. 

Esta es la eviden_cia de que Ja cinética de activ.ción ea critica para detenninar la 

respuesta biológica. 

La diferencia en la duración para qua el NGF y EGF induzcan la respuestai Raa­

MAPK, refleja diferencias a nivel de receptor. en los que fosfotirosinas especificas dentro 

del receptor a EGF que inician la via de la cinaaa Ras-MAPK se defoaforilan 

rápidamente, mientras que las del TrkA se defosforilan mas lentamente. 

La capacidad del NGF para activar R•s·MAPK por varias horas puede explicar 

cómo este factor induce la diferenciación neuronal. la activación sostenida por la señal 

de Ras en las PC12 tratadas con NGF puede resultar en la fosforifación sostenida del 

factor transcripcional CREB, que selectivamente activa genes de expresión tardia que 

17 



tiene sitios de ~nlón a CREB en regiones reguladoras (Bonni. 1995). Estos genes se 

aetivan en respuesta a NGF pero no a EGF y probablemente codifican para protefn11a 

que contribuyen a la adquisición 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 norm•I se 

restaura la respuesta al NGF y se induce Ras, MAPK y la diferenciación neuronal. 

Cuando el TrkA mutado e incapaz de interactuar con Shc se introduce a PC12 sin TrkA, 

el tratamiento con NGF también induce Ras y MAPK, lo que sugiere que hay otras vfas 

P•,. inducir Ras. 

Un mecanismo altemativa para activar Ras es la inducción de la PICy (fosfolipas• 

C y) que fosforita la tirosina 785 (Y785) de trkA, al unirse Shc y Y785 fosforilada a Y490 

de trkA que se ha mutado por fenitalanina, no se induce la senal Ras-MAPK en 

respuesta al NGF. lo que sugiere que al activar trkA e interactuar con PICy, una aeftal 

especifica se transduce y activa Ras, la asociación Ras y PICy resulta en la fosfortm.ción 

de tirosina y activación de PICy (Vetter, 1991). 

La PICy activa genera diacilglicerol e ínositol trifosfato (IP)> ambos se producen 

por la hidrólisis de fosfolipidos de membrana (Catt, 1991) y aumentan de 2 a 5 veces au 

concentración 5 min despu•s de haberse adicionado NGF a I•• PC12 (Haaley y 

Jhonson, 1989) deeaiyendo ligeramente despu6s de 30 mln (Allin y Bradshaw, 1980). El 

IP.> al unirse a su receptor en el retículo endopllllsmico provoca la liberación de C•2 • al 

citoplasma. Por otro lado se propone que el diacilglicerol estimula la PK-C, que por ai 

mima o junto con el caz•, llevan a cabo la activación da la vía de la cinasa Ras-MAP en 

las PC12 tratadas con NGF (Berridge, 1993). 

La deleción de trkA en una secuencia altamente conservada elimina la activaciÓn 

de SNT sin afectar la fosforilación de trkA, Ras, PICy y la cinasa IP:s por lo que SNT 

define otra vía de Ja actividad antimitogénica y neuritogénica del NGF (Peng. 1995). Un• 

posibilidad es que SNT funcionara como un regulador transclipcional de genes que 

controlan el ciclo celular (Rabin, 1993). 

18 



d.2) P•rtlcip•clón del C• .. 

Rusanescu y cols. en 1995. encontraron que la entrada de ca2 • a trav6a de 

can•les de ca2
• voltaje dependientes inducen el crecimiento da neuritas en las PC12 y 

que existe una setial de transducción que el ca2 • promueve que causa la activación de 

tirosinas cinasas y la fosforilación de tirosinas que resultan en la formación del complejo 

Shc/Grb2 que lleva a la activación de Ras y MAPK y consecuentemente Ja induceión de 

genes de respuestas tempranas. 

El ca2
• tambWtn ha sido implicado en Jos procesos de diferenciación en las PC12 

ya que el NGF induce aumento de concentración de Ca2
• (Schubert. 1991; Lazarovich. 

1986) y la liberación de norepinefrina en las células PC12 (Nikodijevic. 1978). El aumento 

de (Ca2
• ]J es necesario para la generación de neuritas (Greene y Tischler. 1982). la 

estabilización de los filamentos de aclina (Lankfor. 1989) y Ja regulación de Jos conos de 

crecimiento (Kater. 1991). Se ha propuesto qUe fa entrada de Caz• en las neuron.s del 

ganglio cervical superior inducido por el agonista de canales de calcio Bay K-8844 

potencia el crecimiento de nmuritaa (Rogers, 1990). En las "'61utaa PC12 se incremeni. i. 

c.ptura de ca•• después de 5 min de la adición de NGF. Estm entrad• de C•'• p..­

inhibirae por bloqueadores de canales tipc L, por lo que se ha propuesto a estos can ... s 

como,. vía de entrada dtt caz·. 

d.3) Partlclp•clón de Fosfolipldos y Activ•clón de PKC 

La estimulación del metabolismo de fosfolípidos es un evento tempnano en ,. 

aal'al de transducción activada por NGF como lo sugiere la nllpida incorpc>raei6n de 
32PO.. en el fosfatidilinositol estimulada por NGF en neuronas del ganglio cervical 

superior da rata (Lakshmann. 1978) y da fosf•lidilcollna en I•• "'61ulas PC12 (Traynor. 

1982). Contreras y Guroff en 1987 mostraron que esta hidrólisis de Jos foslfpidos de 

membrana para producir IP3 es dependiente de la concentración extracelular de calcio 

((Ca2 • ]e) y que el aumento en la producción de IP3 en fas células PC12 y en tas 

neuronas del ganglio cervical superior después de la adición de NGF es tambi.n 

responsable del incremento en la concentración de calcio intracelular ([ca··1;), ademés 

de incrementarse la actividad da la PkC (Cremis, 1986) que junto con el diacilglicerol 

(Nishizuka, 1988) regulan la liberación de Ca:i• del retículo endoplásmico al tiempo que 

se inducen otros metabolitos o potenciales segundos mensajeros (Catt, 1991). Existen 
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evidencias de que el IP.J también participa en la entrada de ca2 • por la membrana 

plasmática (Putney. 1990). desconociéndose como se regula esta enbada. pero sin ducta 

es por una vía que conecta el espacio extracelular con el retículo endoplásmico de 

donde se libera ca2 • (Berridge. 1990). 

La adición de forbol tetradecanoil acetato (TPA o PMA). activador de Pk-C, 

potencia el crecimiento de neuritas en las células PC12 expuestas a NGF (Bumstein, 

1982) ~ induce el crecimiento de éstas en neuronas en cultivo del sistema nervioso 

central obtenidas de cerebros de ratas fetales (Moskal. 1987). Por el contrario, Ja 

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 exposición prolongada de las células PC12 a esteres de forbol 

(Matthies. 1987) el crecimiento de neuritas por el NGF no se inhibe, lo cual sugiere que 

este proceso no depende únicamente de Pk-C (Reinhold, 1989). 

Un grupo de genes llamados TIS cuya expresión se induce por PMA (Lim. 1987). 

pueden ser activados por las concentraciones fisiológicas de IP3 y diacilglicerol 

(Nishizuka. 1986). y responden a factores de crecimiento que hidroliza fosfolipidos de 

membrana y producen IP3 • OG y aumenta la (Ca2
• Ji. El NGF y el PMA aumentan a.a 

concentraciones intracelulares de sodio que potencian el crecimiento de neurit.s e 
induce los genes TIS en las células PC12 (Kujubu, 1987). los que participan en ros 

mecanismos tempranos de acción de los factores neurotróf"teas. Por otro lado el EGF 

tiene efectos mitógenos en las PC12 e induce el crecimiento de neuritas (Sctn • .lbert, 

1978), sin inducir la expresión da genes TIS (Kijubu. 1987). Uno de los genes TIS. el i;. 

fos codifica para una proteína altamente fosforilada de 380 aminoácidos que se locaDza 

en el núcleo, donde interactúa con miembros de protefnas de la familia jun. Las protefnas 

FOS y JUN forman una proteína activador de la transcripción de promotores. estos 

genes son importantes en la regulación de fa transcripción de otros que controlan la 

proliferación y diferenciación celular (Sheng. 1990). 

d.4) Vias Independientes de Ras 

Varias respuestas fenotípicas inducidas por neurotrofinas ocurren 

independientemente de Ras. Se ha sugerido una vía por la cual el NGF promueve la 

excitabilidad eléctrica, aumenta Ja sobrevivencia y disminuyeN la proliferación celular. 

El NGF aumenta la actividad eléctrica en las PC12 regulando la transcripción de tos 
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genes para canales de sodio. esta respuesta transcripcionaf ocurre aproximadamente 

después de S h de adicional el NGF por un mecanismo independiente de Ras 

CD•rc.8ngelo, 1993). se h• demostrado que la transcripción de can•les de &Odio se 

puede inducir por un pulso breve de NGF y tambi.n por y lntetferon (Toledo-Arel, 1995). 

Este hallazgo da fa posibilidad de qua la inducción de ros genes de canales de sodio 

pueden estar mediados por la vía Jak-STAT (tirosina cinasa-transductor de sei\al y 

activador de transcnpción). 

Otra vía independiente de Ras Implicada en la sobrevivencia de ras PC12 es la de 

la cinasa fp~ (que es un heterodimero de 85k0a con un dominio SH2. una subunidad 

reguledora y otra catalitica encargada de fa tosforifación del anillo inoaitoJ en la posición 

3-) que fosforita la proteína SNT (del ingles, suc associated neurotrofic factor induced 

tyrosine phosphorylated target) dependiente de TrkA pero no de Ras. una vez 

tosforilada SNT se transtoca aJ núcleo. donde funciona como factor que regula aJ 

tr.naducción y la transcripción de genes qua conttolan eJ ciclo celular. Al adicionar 

fnhibklotes de fa cinasa IP3, se promueve Ja apoptosis en las PC12 aun en presencill de 

NGF sugiriendo que su función es promever la sobtevivencia celular. La cina .. IP3 

formal parte de la señalización retrogada neuronal, es decir que es parte importante en el 

transporte de vesículas de membrana de la terminal axonlca que es donde el complejo 

NGF-TrkA al ser intemalizado activa fa cinasa IP3. 

e) Sell•I•• de Tr•n•ducclón Inducid•• por p75 

Además de la unión de las neurotrofinas a su receptor especmco. ••tas 

fnteractuan con un receptor común p75 (Rodriguez, 1992), al expresane en células que 

responden a neu"9trofinas ha sido implicado en la apoptoaia (Rabizadeh, 1993) y la 

migración celular (Anton. 1994), y parece no ser necesario para muchos de tos aspectos 

de tas sellaJes de las neurotrofinas. Esto lo sugieren varias evidencias. Ja primera es 

que algunas células qua responde a neurotrofinas qu~ expresan trlcA pero no p75 se 

diferencian (Knusel, 1994) segundo es que las PC12 mutantes que no expresan tl1<A y 

solo el&Pf8san p75 no se diferencian en respuesta aJ NGF (Loeb, 1991) y tercero es que 

al NGF mutando que puede unirse ünicamente al receptor lrt<A y no a p75 pueden iniciar 

la diferenciación neuronal de las PC 12 (lbátlez, 1992). 

No obstanre que p75 no se requiere para la señal de neulrofinas, su presencia 

modula Ja respuesta celular del NGF. por ejemplo la presencia de p75 parece aumentar 
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fa sensibilidad de trkA al NGF. Esto ha sido demostrado porque en neuronas senaori•le• 

de ratón cuyo gene de p75 se ha eliminado requiere de altas concentraciones de NGF 

pa,. sobrevivir y en una curva dosis-respuesta fa presencia de p75 potencia la respuesta 

al NGF. Además fa coexpresión de p75 y trkA en células precursoras neuronales. 

incrementa fa fosforilación de trk.A y aumenta Ja respuesta biológica del NGF cuando se 

compara con células que solo expresan trk (Verdi, 19941). Cuando la unión de NGF a 

p75 se inhibe selectivamente, la unión de NGF a trie.A también se reduce, así como otras 

respuestas biológicas típicas de las PC12 expuestas a NGF (Barrer. 1994). 

En un estudio con fibroblastos 3T3 transfectados con el receptor h1cA y la 

mol6cula p75 mutada en un dominio extracelular, se encentro incrementada la 

sensibilidad de trkA. Sin embargo. no se sabe si p75 modula la función de Tr*A 

afectando la función del receptor directamente o activando otra vía. una posibilidad de 

que p75 por si mismo produzca una sel\al. ya que el pegado del NGF a p75. en ausencia 

de trkA. activa la vía de esfingomielinasa (Oobrowsky. 1994) y también genera 

respuestas biológicas especificas como cambios en I• adhesión celular (Uoh. 1995). 

La vía de la esfingiomilinasa se caracterizó originalmente en la vía originada por 

TNFa. y esto se debe a que p75 esta relacionado estructuralmente con el receptor p55 

del TNFa (Smith, 1994). no es sorprendente entonces que fa activación de p75 sea por 

a misma vía. El TNFa unido a su receptor produce fa activación de una esfingomielinasa 

asociada a la membrana, que parte a la esgingomiefina y produce ceramida y 

fosfocolina. La caramida se une y activa una proteína cinasa de 100 kOa y activa una 

cinasa de serina·treonina que a la fecha no se ha clonado (Joseph. 1994). 

f) Caracteristicas del dbAMPc y S.ft•le• de Transducción 

El AMPc es un segundos mensajer~ que también regula la transcripción y 

expresión de genes tempranos de a través de la fosforilación de factores de transcripción 

y represores . Los genes de respuesta tardia se inducen dependiendo de la síntesis 

lenta de proteínas después de Ja inducción de Jos genes de respuesta temprana, pero el 

mecanismo que lo regula se desconoce. 

Existen abundantes evidencias de que del AMP cíclico (AMPc) tiene efectos 

similares a los del NGF sobre la diferenciación neural, en células PC12, neuronas 

simpáticas, neuronas sensoriales y células cromafines. En estos estudios se han 

utilizado análogos como el dibutiril AMPc (figura 5) que son altamente penneables en la 
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membrana, y una vez dentro de la célula forman dos derivados monobutirilicos. uno de 

ellos in•cliva a la fosfodiesterasa e incrementa Ja concentración intracelular del 

AMPc(O.Neill, 1975). 

o 
11 

NH- C- CH2- CH2· CH.> 

(o 
º?'~ 
H~, 

O= P- O O- C • CH2- CHa>- CH> 

1 
ONa 

Flgu.., 5 Estructura Molecular del dbAMPc (N", 2·0-0ibutlril Adeno&ln 

3·:s·Monofosfalo Clcllco) 

No obstante. el AMPc es solo uno de los múltiples mensajeros que participan 

durante Ja transducción de la se~al iniciada por la unión del NGF a su nteeptor. (véase la 

tabla 1). Como se menciono los eventos bioquímicos promovidos por el NGF inducen 

cmmbios en el ciclo celular. neuritogénesis y sobreYivencia. que se manifiestan COlno 

alteraciones en la expresión de genes.Se ha observado que análogos de AMPc inducen 

la fonnación de procesos (Schubert, 1978), potencian el crecimiento de neuritas si se 

adiciona junto con NGF (Gunning, 1981; Heidermann. 1985; Frodin, 1994) y poten·cia la 

activación de la MAPK (Frodin, 1994, Young, 1994). 
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También se ha demostrado que la cinasa reguladora de sanares extraceJulares 

(ERK-1) y la proteína cinasa activador de la mitosis (MAPK), se activan/fosforilan en las 

PC12 en respuesta a señales extracelulares fosfodiesterasa (Young, 1994). 

El AMPc estimula la expresión de numerosos genes a través de la fosforilación de 

CREB en fa serina 133, la fosforilación en este sitio induce la expresión de genes 

específicos promoviendo la interacción entre CREB y la proteína nuclear CBP, sin 

embargo esta unión no es suficiente para la respuesta de transcripción del AMPc (Sun, 

1995). 

Se ha propuesto que la activación sostenida de la MAPK es necesaria para. fa 

diferenciación de Jas PC12, esa diferenciación puede inducirse por el CPT-AMPc 

(análogo de AMPc) que activa MAPK, también puede activarse por agentes que actúan 

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

en las PC12 y en el cerebro la expresión de genes por la activación de la PK-A 

(González, 1989) y esta media la rosrorilación en Serina 133 del ractor nuclear CREB. 

La transcripción dependiente de AMPc y la rosrorilación de CREB es máxima después de 

30 min y disminuye entre 4 y 6 hs después (Armstrong. 1995). 

Se ha propuesto que el mecanismo por el cual Ca2
• media la inducción de genes 

en respuesta a la depolarizaclón de la membrana es a través de CREB que ha 

demostrado funcionar como un factor de transcripción regulado por ca2
·, CREB se 

fosforila en la serina 133 después de la depolarización de Ja membrana, al mutar este 

sitio, se incapacita a CREB a responder a ca 2
·, lo que sugiere que una señal eléctrica 

se transduce al núcleo, donde CREB funciona integrando Jas señales de Ca2
• y AMPc 

(Sheng, 1991). La figura 6 muestra las diferentes vias de transducción que se activan en 

las células por señales externas como el NGF, AMPc y ca2
•• y que participan en la 

división, sobrevivencia y diferenciación de las células PC12, neuronas simpáticas y 

células cromafines 
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g) Efecto de Glucocortlcoldes 

Contrariamente a lo que ocurre con el NGF y los análogos de AMPc en las PC12, 

las neuronas simpáticas y sensoriales, y las células cromafines, en las qua ambos 

factores favorecen su neurogenlzación, los glucocortlcoides son de gran importancia en 

la diferenciación y el mantenimiento del fenotipo cromafín, ya que no sólo son capaces 

de inhibir la transdiferenciación de las PC12 y células cromafines a neuronas simpáticas 

in vitro, sino que también se ha demostrado que son un factor que favorece su 

sobrevivencia (Doupe, 1985a). Los glucocorticoides actúan estimulando la expresión de 

la feniletanolmina N metil transferasa enzima que participa en la síntesis de la adrenalina 

a partir de noradrenalina y la expresión del gene que codifica para la síntesis de esta 

enzima en las células cromafines, pero no en las neuronas simpáticas. Simultáneamente 

los glucocortlcoides actúan inhibiendo la diferenciación neuronal inducida por factores 

neurotróficos. 

En 1978, Unsicker, demostró que el crecimiento de neuritas inducido por el NGF 

en células cromafines postnatales en cultivo, podía bloquearse o retrasarse por 

exposición a glucocorticoides. En base a estos hallazgos se ha propuesto que la alta 

concentración local de asteroides producidos por la corteza adrenal induce y mantiene el 

fenotipo endocrino de ras células cromafines in vivo (Roes, 1991). Los efectos de los 

glucocorticoides parecen estar mediados a través de receptoras intracelulares que 

controlan direrentes eventos durante el desarrollo. Estudios farmacológicos han 

demostrado que se requiere una dosis cinco veces mayor de glucocorticoldes para 

inducir la mitad de la máxima expresión de PNMT, que para inhibir la mitad del máximo 

del crecimiento de neuritas. Jo que indica que se requiere de mayores concentraciones 

de glucocorticoids para inducir la transcripción de PNMT, que para reprimir los genes 

específicos de neuronas. 

Otras evidencias apoyan la hipótesis de los glucocorticoides constituyen una 

señal importante en la diferenciación. Por ejemplo, si las células progenitoras 

simpatoadrenales se cultivan por dos días en ausencia de glucocorticoides, un alto 

número de ellas extienden neuritas y no son capaces de expresar PNMT en respuesta a 

la adición posterior de glucocorticoides, como si la diferenciación neuronal estuviera 

comprometida. Si la diferenciación neuronal se suprime con progesterona durante un 

periodo inicial, un gran número de células precursoras pueden expresar PNMT. Asi que 
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el primer paso para la diferenciación cromafin (la inhibición del compromiso neuronal) es 

un prerequisito para el segundo paso (la expresión de PNMT). Este mecanismo asegura 

que la adrenalina sea sintetizada solo por un grupo de células progenitoras que migraron 

primero a la glándula adrenal. Sin embargo una población relativamente pequei\a (20%) 

de las células cromafines no expresan PNMT (Michelson y Anderson, 1992). 

h) Protefnas del Citoesqueleto Neuronal como Marcadores Neuronales 

Cochard en 1984, mostró que la expresión de neurofilamentos (NFs) en el 

sistema nervioso central de embriones de ratón, sigue un curso temporal caracteristico. 

Las subunidades de neurofilamentos de bajo y medio peso molecular (NF-L y NF-M) 

aparecen casi simultáneamente y la de neurofilamentos de alto pesos molecular (NF-H) 

se expresa en células postmitóticas. Los NFs aparecen tempranamente durante ta 

diferenciación del sistema nervioso central y el periférico, teniendo una estrecha 

relación con la iniciación del crecimiento de los axones. Posteriormente se expresa la 

vimentina. coexistiendo con los NFs y proteinas relacionadas con la neurotransmisión. 

Los neurofilamentos aparecen en el cerebro y la médula espinal en los 

embriones de rata de 1 O y 11 di as, y se extienden rostral y caudalmente en el cerebro y 

médula espinall. a los 12 dias en semitas y a los 15 y 18 días en el romboencéfalo. 

Estudios inmunohistoquimicos de Cochard muestran que a los 9 dias de gestación los 

somas se tiñen únicamente con NF-L y NF-M y en estados posteriores con NF-H. lo que 

sugiere que cada proteína tiene diferentes patrones de expresión durante el desarrollo 

embrionario en diferentes regiones del sistema nervioso central. Estos hallazgos son 

apoyados por Shaw. quien en 1982 encontró que en el sistema nervioso central los NF-H 

se expresan postr:-atalmente. En algunas neuronas las tres subunidades de NFs se 

expresan simultáneamente, cabiendo la posibilidad de una expresión secuencial en 

cierto tipo de neuronas. La correspondencia entre la formación de procesos y la 

expresión de neurofilamentos puede establecerse a nivel celular. Los neurofilamentos 

tambi6n abundan en el soma de neuronas postmitóticas cuyos procesos se han retraido 

o perdido. 

Las células de las crestas neurales no expresan caracteristicas adrenérgicas 

durante su migración. La sfntesis de catecolaminas y sus enzimas TH y PNMT aparecen 

cuando las células están cerca de la aorta para formar la cadena simpática primaria. En 

el embrión de ratón la diferenciación catecolaminérgica se inicia a los 10 días en las 
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neuronas simpáticas, estado preciso en el que aparecen por primera vez células con 

neurofilamentos, lo que supone una correspondencia espacial y temporal muy estrecha 

que correlaciona la expresión del fenotipo neuronal y Ja producción y liberación del 

neurotrasmisor. 

Estudios hechos por Ehrtich en 1994 con inmuncitoquimica, demuestran que las 

células '?"romafines ratas fetales de entre 8 y 15 dias coexpresan fa PNMT y los 

neurofilamentos. En ratas postnatales y adultas estas mismas células pierden fa 

expresión de los neurofilamentos. 

La expresión de los genes para NF-L coinciden con Ja aparición de neuronas 

pastmitoticas (Leconte, 1994). Análisis sobre el desarrollo del sistema nervioso central 

revelan que la expresión del RNAm par NF-L es cercanamente posterior a la 

diferenciación de neuronas de gran tamaño durante Ja neurogénesis postnatal. Las 

neuronas que se diferencian tempranamente como las piramidales, las del tallo cerebral 

y núcleo talámico expresan altos niveles de RNAm NF-L el primer dia del nacimiento. 

Esta expresión temprana del RNAm NF-L se requiere para el mantenimiento de proteinas 

de neurofilamentos que se detecta en los axones de neuronas de gran calibre, mientras 

que ras neuronas pequeñas que se diferencian tardiamente muestra una menor 

expresión del RNAm para NF-L (Kure, 1995). 

Los neurofilamentos son el principal componente del ciloesquello de los axones 

que tienen un aUo grado de ordenamiento estructural compuesto por arreglos paralelos 

de filamentos de 10 nm unidos entre si por puentes que controlan el espacio entre ellos, 

en donde la porción carboxil terminal de los NF-M están relacionadas con la fonnación 

de puentes ayudando al ensamblaje de los filamentos, a mantener su arreglo 

longitudinal, el espacio entre los filamentos y a mantener fa estructura polarizada da Ja 

neuronas (Xu, 1994). 

Recientes evidencias sugieren que el diámetro de Jos axones esta controlado por 

el estado de fosrorilación de Jos neurofilamentos (Starr. 1996) y que el ensamblaje da 

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

transportadas lentamente (Terada, 1996). 
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OBJETIVOS 

Nurneroa.a evidenci•• experimen..._a demuestran que las ~lula• cromafine• 

. po•tmltóllcaa tienen I• coipmddmd de ,...,.,,_, In vltto a f-• lrórocos como el NGF 

Jnk:i•ndo un pl'OC9SO de diferena.cibn neuronal •~I que po ... cmf'9Cterfsticaa comunes 

con el proceso de dlf-nciacl6n neuronel fisiológico -Ido durente et daum>llo embrionario 

por las ceruras del Hnaje simpatoadren•I que dan origen a tas neuronas simpáticas. Este 

procesos de diferenciatci6n es m~ por dn>Q9& que elevan tos niveles intracelulares de 

AMPc. el cu•I h• sido propuesto como un ... rnento de fa c.scad• de ae9'ales que se inicia por 

la unión del NGF a su ,_ptor. En- loa aapacto• que no ea'*1 suficientemente estudiado•. 

ea cuál•• el curso temporal de los efectos dal NGF. Por ejemplo, se desconoce cuál es la 

latencia de sua ef-•· ni si á•to• se lnlclm> gradualmente o en fonna drástica. Tampoco se 

conoce si el NGF ejerce su acci6n de manera de swith (esto es. si una vez iniciada la 

diferenci.ción 6ata continúa en fonn8 independien .. del estimulo que la encendió) o si se 

requie,. la presencia continua del estimulo ~ que éat. prosiga. Lo mismo puede decirse de 

loa-· del AMPc. 

S. - que durante el procaao da dif-nci.ción les células inlcialmente 

plu~ ven Nmhndo el espectro de posi- fenotipos que pu-n adoptar. Aal, se 

aupone - a ~de un cierto -.nto de su - les células se encuentran 
lnexor-nte comp<omelida• a alcanz.- un f8notipo determinado. Por ejemplo, las 

neuronas alfnpMicaa que - diferem:lan fiaiol6g-. durente el desarrollo - ....,......,.n 

comprometidas con au lenotipo · neunmal, al gr..so de - ._,iara., del aporte de factores 

_-ICOS pare Su -encia. 
Un aapectO intere..,,te que merwce ser explorMfo. es el estudiar en el Pf'OC8SO• 

artificial de -..nciac:i6n .-.ra1 de las cálulaa crom--. el g..- de compromiso alcanzado 

en loa diferente• ••-ii. Ea dec:lr, ha- quá punto de la .-.rogeniUl<:lón inducida por el 

NGF lodavl• ea poaibW raveftlr sus efecto•. ya - por su remoci6n del medio da cultivo o por 

la expoak:lón a aei'lale• hormonales, corno lo• glucocortlcoldes, que instruyen a la célula a 

adoptar un fenotipO cromafln. Preguntas -• pueden plantearse _.,.. de los efactos 
Inducidos por a,...._a permeables del AMPc. 

Finalmente - el NGF y el AMPc puedan inducir cemblos similares en las 

caracterlsticas fenotípicas de las c6tulas cromafines, se desconoce si todos loa efectos del 

NGF son mimetizados por et AMPc. Además de compa,... el curso temporal de lo• efecto• de 

embaa agenles, seria deseable saber si las ~lulas artificialmente convertidas en neuronas 

29 



..,,.,.tiema por -.nbos rntte9nismos ae compormn de ,. misma m•nera. o si existen diferencias 

que puedM atribuirse • los distintos mecainismos de 8Cdón. 

En los cambios que ocumtn en el procesos de diferencialción .-Inducido por el 

NGF o dbAMPc o Inhibido por ,. deX11metasona .. ven involucrados la expresión de genes 

que .. encontrmb•n inhibidos o reprimidos en las condiciones in "'"° y que la• protein11a 

MAP2 y NGF68. estas últim•a consideradas marcmdores neuronales, son protefnaa productos 

- la expeaión de noW> de los genes - las codlflcen, y que une vez que se presentan 

rwsultmn de gran importmncia pues forman parte del citoesqueleto neuronal que no solo 

mantie,_ la morfok>gl• y polaridatd de las neuronas que esta asod8da con su lldecuada 

conectividad y que taimbi6n son las responaablea del transporte de neurotnlamlsonta que ea k> 

que probeblernente ocurra en k>a transplantes y por ello se da I• rercuperaci6n mn8torno­

funcional. 

No obatmnte de existir otras herramientas que nos permitmn cuantificmr la expresión de 

_ .. s pn>Cel.,.. como el uso de las PC12 e inmunoblot, nosotros utilizamos es .. s condic:iones 

pues consideramos podrfa ser un modelo de diferenciaciOn mas p..ac:to • k> que ocurre in 

Mvo y en este se evalúa lo que ocurre con mas precisión en cada C4Mula diferenciada. 

OBJETIVOS PARTICULARES 
En este trabajo evalúa los efectos del NGF7S y del dbAMPc sobre la expresión de los 

NF88 corno un pemmetros de la transdiferenciaci6n a neuronas sirnpMicas de la• c6tulas 

cromafi~. asl como la ,.versión e Inhibición que la dexametasona ejerce SObl9 los afectos 

Inducidos por el NGF7S. La expresión de los NF68 se delecl6 utilizando anllcuerpos 

marcados con FITC y se cuantifico en base a la titcnica de fluorescencia digital cuantitativa. 

Ba..:tos en los antecedentes mencionados. nuestros objetivos particulares fueron: 

1) E•t.blecer I• dosis óptimm de dbAMPc con la que una mayor número de mlulas 

c:romafines PNMT+ se transdiferencfan. 

2) Realizar un anaMisis morforni6trico de las ~lulas cromafines provenientes de animales 

de 3, 10 y 30 dlas de-· Estos cultivos se exponctran crónk:amente por 3, 8 15 di• a 

NGF7S y dbAMPc, con el fin de es .. blecer una comparacJ6n de la dW..,..nclación Inducida 

en las ~lulas por Cllda fmctor. asi cómo la edad de lo• animales en la que se obtiene un 

30 



m•yor pon:enUlje de crom•linea PNMT+ nn-• y el tiempo de cultivo con el que 

- lognl ••hl dif-. 

3) Obtener datos bao- en u,_ Ncnic. de ftuont-..c:i8 dlgihll cu.ntihlliv• utilundo 

an~• ...-con FITC y v-el a1-.... .,..._poder utilnrlo en I• cu.ntifie8dón de 

r. expresión de loa NF88 como m•,,,_ eapecllico de la tl'llnadlferenclllción neuron•I 

4) E•- un curso temporml - de los erectos del NGF comparando 6stos con 

loa erectos de AMPc. 

5) Estudiar como - .rea. el curso temporal de los efectos del NGF, c:......io este hlc:tor 

- ratino del medio o cumndo se lldlcion.o de"""'8teaon•. fec:tor inhibitorio de I• diferanc:i8Ción 

neuronml. 

8) Averiguar al loa gluc:oc:o<tlc:okta _..,. inhibir o revertir los efectos del NGF7S, unm 

vez q.,. estos .. ~ iniciado. 

7) Conocer cu61 •• el tiempo - el proceso de neurogenizecl6f en el cu81 este hlc:tor 

•• nwa eficiente ,,_,.. llevar • cmbo au ecc::i6l1 inhibitori8. 

Nuealn>a reaulhldoa muesnn - el NGF7S y el -MPc no ll6lo ~cen cembloa 

morfológicos en tea c61ulaa ~· in llltro sino - ~ son .,.....,_. de Inducir un 
curso temporel semej8nte, le expreai6n de ........,_.. neuroneles como loa -uroflhlmentos. 

Ea .. mMCedor ,_,..,..., •xi- en cmn-• -• -• en r.a c61ullla ~s 
control, pero au exprealón - induce luego de te -- el NGF7S hll•hl •lcenzw --• 
_.....,.._. • loa encon-• en laa ,_.._ almp6tlcea del g.ngllo cervk:el .._nor. Le 

-hlson• ejergm efec:toa lnhibllorioa-.. r. ecclón del NGF7S y revierte sus efectos unm 

-z •-• en un grmdo - depende del tiempo de ewposic:lón • dexamehlsonai. 
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MATERIAL Y METODOS 

•) CUlllvo _ C61u .. • C-

Se extr8jeron en condócione• de esterilidad ambas g16ndu,.• supra,.nalea de ,...s 

Wisw mac:ho de 10 di•• de - y .. colocaron en un ca)8 de pelri que con-.1• una 

solución Splnnmr sin Ca .. (Sigma S-8011), 0.1% de albumina bovina (BSA) (Sigm-. A8514) y 

1m11100 mi de antiblóllc:os y anlimk:ólico (ABIAM) a tas dosis recomendadas (Sigma, A7292). 

Una vez extraiidas ... gl.6ndutaa M eliminó la corteza de ta médula auprarenal bajo un 
microscopio de diaecclón y .. cenlrifugó 10 mtn a 800 rpm, el tejido resutl8nle y - Incubó 

con I• solución de Splnner antes rnenc:ion8da 8Cficlonada con: 2 mg/ml de ~n•- tipo 1 

(Worthlngton CLS1) y 2 ¡ag/ml de DNA- tipo 1 (Sigma, DN-25). El tejido .. disoció 

mee.tnlcamente P8a6ndolo por U"8 pipet8 -teur y .. Incubó por 30 mln a 37" C en un b811o, 
tninscunido este tlo9mpo el tmjido .. centrifugó 10 mln a 800 rpm y se resuapende con un11 

pipe .. P8Steur sil~ en ....., 90luáónn - contenía 2 µg/ml de DNA .. tipo 1 y .. l•vó 

dos veces bajo ,.. m1Sm8s condicione• de c:entrifug8Ción. El botón .. rwauapendió en 1 mi de 

medio OMEM (Gibeo, 430-1llOOEB) auplement8do con: 10% de suero fe181 bOvlno (Glbc:o, 

26140-012), 2 mM de L-glul8min8 (Sigmen, G7513), 4.5 ug/ml de lnaulin• (Sigma, 11881) y 

ABIAM, el cual .. utilizó como medio nonT18I o control. Se evaluó I• vl8bilidmd por exclusión 

de azul de lrip.900 4% (Gil>co, 830-5250PE), obtenién- m6• de un 90% de v­

calul8r, .. procedió• e-el cullivo. 

L8a .,,__. - - a ....., den- de 1x10• celU18a/ml en vidrio del no. 1 de 

grosor (FIKher, 12-542A) pnivi.n.nte 18vlldo, Hlerilizado y fin.,mente f9CUbiefto con poli-1-

liaina (5igma.P5899) 0.10 mgtml en """ llOlución 1r1zma (Sigma, lrizma hidtoclor8d8 T1535 y 

baae T-1410) O. 05 M y pH 7.4 • 389 C _,.cajas da· cultivo de 24 pazos(~. 3513). 

En I•• concliCiorMts •~• .. utillzarón las dosis de suatencl8a - fueron 

adicionad8• al medio de cultivo normal, siguiendo el protocolo que se explicara 

demfladamente en k>s resurtadoa: 

Factor de Crecimiento Neural 7S (NGF) (Slgme, N0513) 100 ngtml 

Dibulinl AMP Ciciico (dbAMPc) (Sigma, 00827) 

0e-mel8son• (Ox) (Sigma, 04902) 

1mM 

5µM 

. - - . - - - . ' - . -
·.i.~.,,, .... .;;1...:..:.;..;...;.;.;.... .. ~-<i~ ... _-,;,.,.,~-... .;,;,.,.'f,~-.~t,,;t.;:.,..<.<{t...-••""""-"-'-0..:...t•~ ... ~..:-_,,_~~-;:....,"."~:,;.~~""-'n. .... ..;.:...•.._ - -·A".>-• 
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b> Culllvo de Neurona• SlmpMlcaa 

Se extrajeron en oondlc:ione• estarilea, ambos Q8nglioa cervicales de rataa Wia­

...-.0 de 10 di•• de n-• y - colocarán en una caja de Petrl - contenla una soluclón 
H-. ain ca- ni Mg•• (Sigma, H2387) 0.1% de BSA, y 1mll100 mi ABIAC, bajo microac:opk> 

de diseCc::ión lo• ganglio• se cort.rón en 5 6 6 porciones. p•r11 .. r disociados en la miamm 

solución Hant<s con 0.1% BSA, que - adicion6 con 1 mg/ml lripsina (Worthlngton, TRL) y 2 

uglrnl de DNA-. dejándo- an estas condicione• por 30 mln a 3.,. e en un bal\o, 

postatiol.._,ta el tejido se centrifugo 10 mln • 800 rpm, se extrajo el sobrenadanta y se trató 

con lnhlbidor da lripsina 2 ug/ml (Sigma, T6522) en medio OMEM con 5% de suero fetal 

bovino por 5 min a 37° C y finalmente se incubaron con colagenasa tipo 1 y DNAsa por 20 min 

• 3-r C, el tejido .. diaoci6 mec.6nic.mente con una pipeta pasteur siliconizad9 y se lav6 dos 

veces por centrifug8Ci6n a 800 rpm por 10 min en solución Hanks. a. suspensión celular se 

resuspendlo en 1 mi de madlo DMEM suplementado con: 10% de suero fetal bovino y se 

proc:.dl6 a •v-r la - por exclusión de azul de tripano, a.-ndo .. loa cultivo• 
al encontrar m6S del 90% de Y-ad. 

Las células .. sembnlron •una denaidad de 1x10• ~utas/mi sobra cub<eobjetoa de 

vidrio del no. 1 tratadoS como .. mencionó anteriormente sobre cajas de cultiYO de 24 pozos, 

en el medio DMEM con 10'Mo de suero fetal bovino y 10 nglml de NGF 7S. Esta es la dosis 

minima-eOCOilll--lasobrevivanciade-nauranaa~s. 

Tanto para nauronaa como para crot..-.as, el medio .. suatituya por ..- frasco 

cada 72 hs, y al - de los -ntos o dias de exposlci(ln, los cultivos .. ~ 

- para lnmunocitoqulmlca con llntlcuerpos con- PNMT siguiendo el procedimiento 

del conjugado ------- y en una segunda etapa para inmuno"'-'tsc:ancla 
con anllcuerpOs contra neurolilementos de ea kDa (NFM). slgu- la metodologia que a conunu-.--·· 

Las célulais se lavaron dos veces con una solud6n salina de buffer de fosfatos (PBS) 

(Sigma, fosfato de sodio mon-•ico 55011, fosfato de sodio dil>*slco 55136 y cloruro de 

- S5888) 0.1 M pH 7.4, se fijaron en paraformaldehldo (Sigma, 1'6418) al 4% en PBS trio 

por 2 h•. se lavarón tres veces con PBS 0.1 M pH 7 .4. se prelncubaron por 2 hs a temperatura 
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ambiente con una solución trizma (TBS) 0.1 M pH 7.6 (Sigma. trizma hidroclorada T1535, 

trizma base T1410 y NaCI 55886). con 3% - suero normal de cabra (Vector. 51000) y 0.3% 

dtt Triton X-100 (Sigma. X-100) transcurrido este tiempo se incubaron por 12 hs a 

temperatura ambiente con et anticuerpo primario contra PNMT (Eugene Tech. TE104}, el 
anticuerpo está hecho en conejos inmuniZados con esta enzima extraída de glándula adrenat 

de bovino. El anticuerpo se diluly6 1:1000 con TBS y una vez transcurrido este tiempo de 

Incubación se lavaron tres veces con PBS y se incubo en una tg G anticonejo biotinilado 

hecho en cabra (Vector, BA~1000) a una dilución 5:1000 en TBS y simultáneamente se 

preparan avidina y biotina (Vector, PK-6102) con 2 µI de cada uno en ., mi de TBS. El 

anticuerpo secundario y avidina--blotina. se dejaron a temperatura ambiente por 2 hs. 

transcurrido este tiempo se eliminó el anticuerpo secundario y se lavaron 3 veces con TBS. se 

adiciono la avidina-biotina con TBS y se incubaron nuevamente por 2 hs. Al término de este 

tiempo se preparó una solución de 100 mi de TBS y 0.010 g de diamtnobenzidina (Sigma. 

05637) en un vaso de precipitado cubierto con papel aluminio, se retiro la avldina y biotina, 

se lavaron 3 veces con TBS y se agrega 1 mi de la solución de diaminobenzidina que se deja 

actuar por 10 min, posterionnente se adicionó 10 µl de peróxido de hidrógeno al 30% (Sigma, 

H1009) y se deja actuar 3 min. Se eliminó esta solución que se deposito en una solución de 

hlpoclorito, así como el material utilizado, que en el caso de ser desechable se coloca en un 

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

preparaciones permanentes y se procedió al análisis de tas células inmunoreactivas bajo k>s 

siguientes cnterios: Se evaluaron tres cultivos para cada condicion por duplicado y de cada 

preparación se evaluaron 100 células con inmunoreactividad para PNMT. entre ellas se 

distinguen las que fonnan procesos y las que nos los fonnan, para obtener de esta manera un 

porcentaje de neurogenizaci6n, en cada una de estas células transdiferenciadas se contaron 

el número de los procesos fonnados y se midió la longitud de cada uno de ellos y al final se 

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

neurogenizadas los procesos deben de medir al menos el doble del diámetro del cuerpo 

celular. 

d) lnmunoftuorescencia. 

Las células se lavaron dos veces con una solución 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 - permearon con una solución da PBS con BSA (Sigma, A9418) 3% y trtt6n 

X-100 (Sigma; X-100) 0.3% (v/v) por 30 min. A partir de esta paso todo se ra•lizo a 

tem,,.,..ura ambiente, se eliminó ••ta solución y se adk:ionó el anticuerpo monoclonal 

pñmarlo contra NF68 o MAP2 a un• conce- 1:400 por 2 hs. 

El anti-NF68 (Sigma, N5139) posee 1•• siguientes caracteristicas: es una 

inmunoglubulina G1 (lg G1) monoelon•I deriv..SO de un hibridom• ptOducto de la fusión de 

mel.-.ocitos y esplecnocito• de rat6n inmunizado. Los neurofilamentos purif"acados proven .. n 

de I• _ .. espinal de cerdo. El anll-MAP2 (Sigma, M4403) es una inmunoglobulina G1 (lg 

G1) monoclonal producida de microtúbulos de cerebro de rata utilizada como inmun6geno en 

ratones y que tiene alta afinidad por érboles dendriticos de neuronas cerebrales. al reaccionar 

con tejido humano, de rata, ratón, bovino y pollo). 

Una vez tranacunido este tiempo, se eliminó el anticuerpo primario y se lavarán tres 

veces con PBS y los cuboreobjetos se incuban Por 2 hs con un anticuerpo secundario anti­

ratón conjugado con isotiocianato de fluoresceina {FITC) a una concentracion 1:'125, (Sigma, 

F2268). ••te anticuerpo es una lg G monoclonal contra ratón desanollada en oveja. 

Una vez transcurrido este tiempo de incubación. los portaobjetos Mt lavaron 3 veces 

con solución PBS y se montarón en PermaFluor (lnmmunon. 434990) que es un medio 

eapecial para tejido tratado con FITC sobre po-jetos del no. 1 y de 25 mm de diémetro 

(Thomas Scienlif"oc, 8662-F67). 

Pan1 detectar a las proteinas de citoesqueteto de neuronas y c61ulas PC12, han sido 

utillz.adaa varias técnk:as entre •Has la inmunofluorescencia. en le que los anticuerpos han 

sido conjugados con fluoróforos como el isotiocianato de fluoresceina (FITC). La 

carac:teriattca util de la FITC es la de tener un espectro de excitación con una longitud de onda 

de entre 400.520 nm con un punto maximo de emisión en 535 nm. 

p.,. el análisis al microscopio de las células cromafines transdiferenciadas 

inmunoreactivaa a anticuerpos contra neurofilamentos de 68 kOa (NF68), en nuestro caso se 

utilizó el sistema qua se esquematiza en la figura 7, que consta de un microscopio invertido 

(Nikon Oiaphot} con una fuente de iluminación de mercurio (Nikon, HB-10101AF) y una 

combinación de filtros para epifluorescencia (Nikon B-2A OM10) con las siguientes 
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caf'8Cteriaticas: un filtro de exdtación en el rango de 450-490 nm (este componente banamite 

le luz • .. longitud e ond9 que excita al ftuoróforo y elimin• •• longitud de ond• no nece-n.}. 

un e-ic> dlcróic:o - únic8mente pennite el paso de la flUOFescencia emitida a 510 nm <­
un filtro de lnteffentneial de 45 • que rene¡. la luz de excitación hacia el ._aman y .,.nsmite 

en la long- de ondll de emisión del fluoróforo) y un flllro barrera de 520 nm (6ste elimina la 

longitud de onda no abM>ft>ida por el fluoróforo y ir.nsmlte sólo la emitida por al fluoróforo). 

Además se utiliza! un objetivo (Nikon. CD Fluo DL} para fluorescencia e.on ape~ra numerica 

de 1.3 y de aumento 40X. un ocular 10X y un espejo 80/20 que pennite al experimentador 

observar el especimen con sólo 20% de ta luz emitida por et fluorófom y dirige el 80% de ta 

fluorwscencia emitid• por les ~UlaS 8 un• cámara CCD de 1000 X 1000 pixeleS. U .. moa un 

-..po de expsoción de 1.5 a 2 seg. La lm_,, se adquiere por una tarjetm Matrox y 

digitalizada con 16 bits de rwaolución (32 000 tonos de grises). Luego es almacenaron en un 

disco de lectura óptica, par. - fllnalmant• se analizar.n y evaluaran por el prognima lm­

Pro-Ptus (Media Cybemetica} que convierte las imagenea de 8 bit y 256 tonos de gris. 

El procedimiento. como .. mueslnl en a. f'tgura B. consiste en adquirir im6genes tanto 

de c61ulaa •i•das como de acúmulos de ell•s. esta adquisición se realiza exponiendo las 

c61ulas por 1.5 -· Una vez adquirida y dig--. se definen arbitrariamente areas sobre 

1 .. c61uas con círculos pequel\os dentro de S. c61ut. que esta siendo •nalizmda, Obteni6ndo .. 

una serie de valores que definen como (Xi}, en la misma imagen se tiene áre•s libres de 

~las marcadas en donde se evaluó I• fluorescencl• de fondo o back;¡round (Xo), en ellas 

- - definieron -.r1amante areas. El promedio de Xi restado del promedio de Xo, 

nos da el valor de I• intensid8d de la fluorescecia COrTeQida (Xt). o sea Xt = Xi - Xo. Loa dmtos 

nurn6ricos obtenidos de ••ta rn.nera pennite convertk una caracteristica cumHtativa en una 

cuantitativa. 

De cada experimentos ae reatiZaron tres repeticiones. en cada uno se analiZaron entre 

20 y 30 cálu .. s inmunoremctivas en diferentes campos de las preparaciones que se ev.au.bmn 

por duplicado. 

Una vez obtenidos loa valores son procesados en un programa para graficación Sigam 

Plot con el que tambi6n se re•lizan las pruebas de significancia estadística 
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RESULTADOS 

p.,. conocer I• palticipKión del dbAMPc en la trmnaformlleión de las ~ulas 

c:romefinea se procedió • establecer un• curva do&ls 1Wapuesm y se evaluó por 
inmunocitoqulmlca para PNMT el porcentaje de c61ulas neu._niz- (ver mittodos). 

La f'ogura 9 muestra que a tas concentraciones de 0.1 y 1.0 mM de dbAMPc, los 

porcentajes de cromafines que forman procesos deapuh de e dlas de exposición 

continua aumentan 1.5 y 2.5 veces. respectivamente. •I comparmrse con et control. Laia 

diferencias fueron aignif'ecaüvas con una p < 0.05. Se decidió utilizar la dosia de 1 mM de 

dbAMPc para loa experimentos au~s. 

TIU.T.flillM!.NTO 

100 CONl>ICJL -CJ ~ 
0 

~ 75 
g: 
l!i 

í 
.., 
g 50 
¡¡¡ 

o 
.., 
l!l 

1 25 

1 g: .,,. o 

CONTROL 0.01 0.1 1.00 (mM) 

Figura 9.- Porcentaje de --nizacl6n - C.lutaa Cromafl-• en Condlclo-• 
C0-..1 ll Ex-at•• por a Olas a Dlferant9a c-.c-. - dbAMPc (n • 100 
dlulas evaluadas por trlpllcado en dos experimentos lndependlent9•. • p L 0.05 al 
compararse con •I control). 
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Parm -.miNlr .. cmpacidmd de ~ata de mlul- crom8finea obtenidas de 

anim• ... de distinto gf'8do de mmctur-=ión. - cultivaron c6tulas cromdnes provenientes 

de •n-• de 3. 10 y 30 di•• de - _. 3. 8 y 15 di••· Las condiciones 

e.._imen- fueron: control. 1 mM de dbAMPc y 100 ng/ml de NGF7S. Al evaluarse el 

porcentaje de ~ y el ~ de .. longitud (l'I") de loa procesos 

formados .. observó, en lo• cultivos de ....,.... de 3 y 10 di•• un Incremento 

~ - ambos~ a partir de 8 y 15 di•• de cultivo, - qua entre ellos 

- dlfermncia• ~-· Al ~ con ... condic:ionea control las dif- _, significativas con p < o.os (figuras 10, 11 y 12). Las c:romafinea 

proveo...,1te• de --. de 30 di- de-· muestran - d-nci•• 

algnfffcatlv- con ambos 11-• aunque axiaten dif-..claa e - 8 y 15 días de 

cultivo. Al ~ con el control. - el porcenta¡. de neu-izaclón como el 

~ de .. longitud de - ~ formados aa ....,_. - - lu célu .. s 
proven-. de·-de 3 y 10 di•• de-. 

De - ,...- - de_.,_,. que ... cromafinea de •-• de 3 di••· 
_, ... que _...,..., .... mayor neurogenfzacl(ln. Sin embargo en un trabajo paralelo 

(lal••Suarez. 1994) al registrar .. ex~ de estas célu .. s. - ob-.-vt> que durante 

los pnmeroa cinco di•• de cultivo ... densidad de .. s corrientes de Na+ - duplicaban en 

COI tdicioll te• control, rnientr8a en las trlltlld8a con NGF7S .. triplicaban; como ai en parte 

.. to .. debierm • un -.mento de la expresión de loa canales de N•• funcionales que 

ocurre - .. ~ - de - -stn-1 y ll6lo ~te al efecto 
del NGF7S. Decidimos utilizar aólo ~ de célu .. s cromatinas obtenidas de 

..mn.lea de 10 di•• de ed8d en los que eatoa cambios ya hubieren ocunido in vivo. lo 

que afmplfficarl• el anMafa e i~ de - reau-s. En los cultivos de 

- de 30 dfaa en los -- - ~ disminuyeron 
con- (fig&MW 13). Estos ._.....,to• sugieren que el grmdo de 

,,..,,_IZación lnd.- con el NGF7S en ... célul- cromatinas postnatales 

disminuye paulatinmnente al avanzar .. ed8d de loa animaJes. 

40 



TIOAT_,...,. 

CCNTIOOL 

__ ,. 
A 100 ,,....,,,m..,...., 

1 
c::::J 11!!1!1!!!1-

75 

JI JI 1 50 

l!I 
l! 25 

~ oll• o 
3 8 15 (OtAS) 

a 

1 250 

i 200 

JI ~I 150 

i 100 

:5 
l!I 50 

1 o =mi• o 
3 8 ,. (DlAS) 

Figu,. 10.- A) Porcentaje de c.lul•• Crom•fl-. -urogenizadBa y B) Promedio de 
I• Longitud (,....) de 1- - Fonn•do• por esta• misma• Proveniente• de 
RBI•• -n•IBde 3 DI•• Cultlv•d8• por 3, e y 15 DI•• de Cultivo en Concllc:lonea 
Control, dbAMPc (1mM) y NGF7S (100 ng/ml). C n = 100 c61ul•a ev•lu•d•a por 
tripllc•do• en tres expeñmentoa Independientes. • p L. 0.05 •I comp•rarae con el 
control. ±ES) 
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Figura t1.- A) P-je ... e.tui.a Cromdnea ---d••"' B) Pranwdlo ... 
I• '--ilud ele - (µm) Form.doa por ..... mi...,•• Proveniente• de-· 
-.....ia ele 10 DI•• Co--· Daspu6a ele 3, 8 lf 15 Dfaa ele Culllvo en 
c-..1onea Control, dbAMPc (1 mM) lf NGF7S (100 ngtml) ( n - 100 alu .. a 
..,......,.. por tripllc•doa en -· experi-nt- lndape.-.--. • p L o.os •1 
comp.ra,.. con el control. ±ES). 
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FIQu .. 13.- AJ Pon:em.je de ~lulas CronNlfi-• Neurogeniz.9d•• y BJ Pro.-dlo de 
I• Longitud (¡un) de - Procesos Formedo• por ••te• ml•m•• Pro_n_a de 
Rata• --· - 30 DI•• C-had•• _...,.. de 3, a y 15 DI•• de Culllvo -
Condlc!Ones ContrOI, dbAMPc (1 mMJ y NGF7S (100 nglmlJ. ( n • 100 c61ulaa 
evaluad•• por triplica- en - expertmanto• Independientes. • p L 0.05 al 
compmnirwe con el contra. ±: ES) 
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b) lnmunoft ___ ..... Anlfg•- Eepeclftc:oe ... ~ 

b.1) C-T .......... de .. ~ deNFMlncluc:ldll por NGF7 yAllPc 

Con el objeto de Y-- - y ---- miCOICCl'IO digit.-1 de 
~11--- ... -··- ... ~- ..... --de 
-·-.............. almpMiGea ................ hlclelcn ~ ... -
91mpffcee _ gmr>gllo .._..,,.....,_ ll de - ........-.. -•..,_-,de 
loe lfti9mOa - con 10 dlae de-· En_,.,. cultivo•,. .... - la •"""9Pl6n de 
- .,._¡,,.. - ~. MAP2 y NFe&, .. ta última con- como un 
.....-. ,_,,...... (...,. ..,.,,_. 1). o.,,..... de 3, 8 11 9 d~s de cultivo 11 ,_,, 

óeocilld•• (-.,po O), las_....,.,. procewon.,.,. inm---. en et mismo 

di• bmjo ,., mismas :once-de enticuelpo con FITC 11 condicione• - elatem• 

óptico (--- --.... obj9tivo y~ de •xpoaici6n). 
La ~ 14 mueatni et promedio de I• lnlanlld8d de la n.-.ac:encie .,.,. cada 

c::ondici6n. En lae condiciones control _. lae c61ulaa cromerinea y ,.. ,_,ron., 
simp*lces pod8moS obaerv• que loa v81orea de MAP2 no mueatr8n c:embioa 

slgniflcetivoa _.1oa - lientpOS de culliW>. En c.mbio en laa _.,,., -· 

- con NGF7S ~ ob_.,.,. qU. la ._.llión de MAP2 H - 2.00. 
2.75 y 2.25....,., .,.,,,,__ •vanze et tiempo de la eJq>09icl6n. En el caso - dbAMPc, 

H - au •-Pión 2.00, 2.80 y 2.90 ........ P•,. emb09 i..tamlenloa, lea 

-·san~·· (p < 0.05) el.......,..._ con loe controle• '11 con.., otlulaa 

,_,, c11.-. U.me la -- el que loe,,..._, de e_.¡6n de MAP2 en las 
c6lulaa cromefinea •loe 9 di., de .,.-o en__,.,.. del NGF7S san Incluso._-, 
• loa de •- ,_,_ ~ (figuras 14 11 15). La conslatencie de loa -· de 

•--llión de MAP2 en loa gru- control (de c61u1ea c:romefinea '11 ......,.,., airnl'*IC89) 

ea un_,, Indicador de le reproducibUlded de nuestras detennln-.a. 
Siguiendo et mismo plOCIKlimlento de r. aeccl6n enterlor, pero ulilizendO ahora 

antieuerpoa contra NF88, la figu,. 18 muestra loa promedios de la expresión de 

neurofilamentoa de 68 kDa (NF68). En condiciones control pa,. ,., cromeflnea '11 en lea 

neuronas sfmp,diticas podemos observar que nuevamente no aparecen diferencias 

Pignlflcetives conforme tranacumt el tiempo de cultivo. En cambio en les cromallnes 

traledes con NGF7S la lluora-..c:ill se Incrementa 2.15, 2.65 y 2.85 veces a los 3, 8 '11 9 

di .. de cultivo respectivamente. Luego de la exposición a dbAMPc los valorea se 
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incrementan 2.25. 2.95 y 2.60 veces. Para ambos tratamientos las diferencias son 

significativas e p < 0.05). ª' compararse contra los controles y con las célula recl6n 

CJ CONTROL -NGF7S(10o 1001'9'mf) 

l.!tml Cll:IAMPc (1mM) 

A B 

·~1 1 ·~l 100 100 

.111 
80 80 

80 
:!5 

i 60 

"'º ºººº "'º ::! 
20 ~ 20 

o o 
o 3 B 9 (OIAS) o 3 B 9 (OIAS) 

e o 

·~l t8~~~ 
.. ~l 100 1-1: 80 

1111 60 u 60 

"'º ! 40 
20 ~ 20 
o o 

o 3 B 9 (DI.AS) o 3 e 9 (OIAS) 

Figura 14.- Intensidad de 1• lnmunonuorescenci• Emitid• por MAPZ en C61ulas 
c ........ n_. en Condiciones: A) Control, B) NGF7S (100 ngtml), C) dbAMPc (1 mM) y 
D) Neurones Slmp6tlces (10 nglml) Despu6s - O, 3, 9 y 11 Oles de Cultivo. ( n - 20 
c61ulae evaluedas por duplicado en d- experimento• lndepencllenta• • p L 0.05 el 
compararse con loe controles.± ES). 
disociadas. Nótese que los niveles de expresión de NF68 en neuronas simpáticas y 

lo• alcanzados por las células cromafines neurogenizadas por ambos tratamientos son 

cornpe,.bles (figuras 16 y 17). 
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1 Figura 15.- Imágenes de Células Cromaflnes Cultivadas por 9 Dfas en Condiciones 
A) Recien Disociadas, B) NGF7S (100 ng/mJ), C) dbAMPc (1 mM) y D) Neuronas 
Simpáticas con NGF7S (10 ngtml). tnmunonuorescentcs a MAP2. 
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c:6lulaa avaluad•• por duplica- - - • .._--hoda---· • p Lo.os al 
.._,.,_ c-IOa- ±ES). 
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FJgura 17.- Imágenes de Células Cromafines Cultivadas por 9 Oias en Condiciones 
A) Recien Disociadas, B) NGF7S (100 nglmf). C) dbAMPc (1 mM) y DJ Neuronas 
Simp6ticas con NGF7S (10 ng:Jmf). lnmunofluorescentes. a NF68. 
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b.2) e-Ternponil a.-18do de loa E'-- de Expo91cl6n .. NGF7 

Con el fin de probar r. ..,,.lbll- de ntM&lrO sistema de ~ de r. 

·~ de ---neu- y tambw.n con el propósito de compm...,. loa niveles 
de e.._.¡ón de NFIS& kDe como indicedor de neurogenlzec:i6n. Se cultiveron c:61ur.a 

.,..,,.,.,.,_. y-fljeron un perde cubr9objeto• ar. vez e.de 12 ha he- completar 132 

ha de cultivo, siguiendo el protocolo que - muestra en le figura 18A. P-obaerv­

- 181 e_.ión de los NFIS&, -1~ • 1.5, 2.0 y 2.5 v8ces e taa 38, 84 y 132 hs, 

de tra!Mnlento con NGF respectivamente, siendo las diferencies slgnlficetlves (p < O.OS) 

.._... de 3IS ha de exposlci6n al compew con r.s reci6n diaoclades, e• - el 

tiempo o (f"-s 18 y 19). Estos res-• fueron muy -·· -· - pudo 

~ - n .... iro sistema •• lo --t• sen- como ~ -
i~• en len-. con diferencias de 12 ha. Adem6s el curso temporel 

ob~ado pera r. -Ión de NFIS&, coincide bestante bien con le ~ de 

cenelea de Neº en c61ules cromafines e,._atas e NGF (lalea-Su8rez, 1994) y con los 

- ITIOl'fol6gicos descritos a1-ion-nte (ver gr*'ices 11A y 118). 

b.3) ......,._ ..... - E- - NOF. Efectos ..... Deprtvacl6n - Factor. 

P- -erlguar si 181 exposicl6n a NGF7S por un -- corto de tiempo era 

sulicienta - Inducir I• expresión de NF68 y cuales • ...,, lo• .,.,.,bias de ._.,al6n a 

dif-ntea tiempos, - probaron difenmte• periodos de •xposlcl6n de les crorneflne• de 

este ,_ heata completar 180 hs de cultivo (a e die•). ~ramos como 

~,.,. los delos - - muestran en 181 figura 18 en 181 CUlil le·--de•­
protelna comlenze • tener difarancias significativas • los 9 dla• de cultivo. El pn>toc::olo, 

- - ••figura 20A, conalati6 en exponer a la• o61ulas cromafines • NGF7S con 

diferencia• de 12 hs y po-riormerrte depriverl•• de •• ,. rector hasta completar un 

- de 180 h• de cultivo. Adema• • doa de los culllvo• herrnllnos despu6• de 

trenscurrldo este tiempo de expoaici6n continua al NGF7S, - les suprimió 6ste por 24 y 
72hs. 
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Loa dalos mue•- -c¡ue deapuo61 de 84 h• (3.5 di••) de •J<PO•ici6f1 al NGF7S .. 

•-•16n de loa NF88 - inaementll 2.3 veces en tanto que con .. exposición contl.,... 
(180 ha ~ 7.5 di••> 11 lncrwmenta 3.85 veces. A partir de 1111 84 h8 de expoaicl6n ... 

dlferena-1 son lignlllcl&vaa (p < O.OS) • corn~rsrae con lu cultivas .........,Idos en 

•uaenc:m del f.c:tor. 51._ comparan 101 re...-S del experimento llu- en .. figura 

20B con lo figura 188 • ._ Clbaerv• un• dlferenci. lmport•ll•, ....,._, q- en .. figura 

18B - ..,_ u-d~ algnlf"..,.¡¡y• con el control • I•• 38 i-aa, en .. figura 208 

-to no OCUN lino hl118 las 84 ha. SI ,._....,, que loa cuttiVo• r .. pondlelon de i. 

mi..- form. .. NGF7S, la únfal explicación ~ra I• diferenci• en-1•• figura 18B y 

20Besel diltlnto ~ • ...-. 

~• ciilul8s del-rlmmltD Hu- en .. figura 18B fueron axpuast.8 al NGF7S 

y r;¡.dos lnmed- dmspuH de fin•- el tiempo de •xpoliclOn ~­

En c.mblo, ... ~· - experimento iluau.do ·en I• figura 208 fueron •-la• • 
NGF y "- deprlv8dla - 61 hll~ complelar 180 ha, • elle tiempo tocios loa c:ullivos 

- r;_¡.ron sim-.itie (con excepción - los deprtvados por 24 y 72 horas 

~: flgurll 20C). 

Esto quiera doclr q.,. 181 ~lulas expuestas a NGF por periodos ...-­
cortos (38, 60 ha) y luegc> dopriv-.. de 61, ~leron parci.I o _.....,.. duranla el 

periodo de depriv-.:i6n I• expresión de NF88 que hmblan ~. lo c:umt podri• 

h•berse detectado al loa C&Jttlvoa - hubtesen fijlldo al t6rmino de su exposición • NGF. 

El --.. deprlv- .alNGF ••menor~ los cultivos---- • .. te por __......,,.....do - ha (ver m61 ~te). - 111 ~ 

.ic.nz.csu luegO de 84 a.a 1116 mejor~ que I• que - procluca "-de 38 y 

80 ha. Aunq- lambl6n - considerarse - el tiempo de depriv- del rsctor fu6 
menor. 

~ supreai6n por 2~ y 72 del NGF7S después de 111 exposición continua • •­
por 180 hs disminuyo 1- .. _ión de loa NF68 0.35 y 0.25 veces re_.:tivsmente, 

ob-.v6nclo- diferemi- significativas (p < 0.05) al compara.- con el de expoaicl6n 

contlnu. por 180 ha (ligL.1-120C y 21). Tambi6n se observó una 18~ progreliv• 

al delMioro de -11• c:Mulaa luego de su deprlvación de NGF. ~· .,.lu .. s por 
rnlcroscopl• de conlru- do r•-• se ven granulosas y las ~ritas - --n y 

muestr.n varicosidadl•~ Se sabe que 1•• ~ulaa crornafinea una "ez neurogeniZadaa 

- vuelvan depe~ •I NGF tal como auc:ede con ... neuronas sim~•· 
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Daprtv ..... del F-- por 24 y 72 ha ~ da au Expaalcldn COnllnua 
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axparl- lndap•......- • p L. o.oe al c:omparw can loa can-••• ± 
ES). 
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b.4) Pennanencia - - Efectos-· AMPc. E~ - eu Deprivacl6n. 
Para eatudiw si en el aumento de la exp,.slón de NF68 luego - la exposlc:ión al 

NGF7S podri.,, p..tlcipar _.,ndoa men-jeros ac:llvadorea de PkA que foafotlla a esta 

protelna,fa- con ello su polimertz.aón y en-mbl.;e. u1111Utmoa el 

procedimiento .,,tenor. pero en v.z - NGF7S emp-...Oa dbAMPc. E- ea un 

análOgO de AMPc permeable a -vá• de la rnembrmna plasmática, el cual fUe 

adlcion- como - procedió para el NGF7S, con dif-ncia de 12 ha hasta compMltar 

180 ha de cultivo. A dos cultivos -rmanos. despuea de transcurrido este .,..- con 

expoaiclón continua, - les deprivo - dbAMPc por 24 y 72 ha. 

Los datos mostraron que cteapueta de 108 hs de expoaic:ión • dbAMPc, la 

~ de NF88 - inC'9menta 2.45 vecas y 3.90 veces 1- - la exposición 

continua por 180 h•. Después de 108 ha de expoaición las dlferenctaa comienzan a aer 
significativas ( p <O.OS) al com- con loa cultivos no expuestos dbAMPc. 

UI supresión - dbAMPc después de ta exposición continua disminuya la 

._-de ta protalna 0.08 y0.20 veces. (aata dlamlnuclón ••menor que la et>_,,,_ 
después de ta deprlv- de NGF). Esto• reau-• muestran qua el dbAMPc, induce 
una a_..ión --a la del NGF P9f'O no P8'9C8 -.clr depandencia al AMPc en 

las .,..,,.,._. tnlnsdifentnd-. SUS afacloa a largo plazo - obaenran en ..-...,.­

tiempo (a laa 3e h•) y_, más~· que con el NGF7S (figu<aa 22A y 23). loa 

cual auglaf9 qua a diferencia del NGF, loa .-. del AMPc _, ..... ea-a, 

man-- a - de qua et mgonlata - - del medio de cultivo. ~ -
qua - el -'oclO de deprlvaclón al AMPc (figuras 228) las <*utas disminuyen ta 

-- de --..1oa, paro no muas...., la• -· ~· -
aig&Mn a la deprivación - NGF. Ea ciaclr. las cálulaa una vez neurogen-. no 
deponden para su ....,,._ancia da ta --- del AMPc. 

b.S) Re-Olt da loe Er.cm. del NGF - Da 

Como se mencionó en loa an-•· los ~s lnh-n la 

tranSdlf-..ciación de la• PC12 y fav0'9Can el fenotipo cromatln. Para expkmlr el etecto 

de lo• gluc:ocoftic:ols se diselló un pf'Otocolo en el cual - utiliZó de-taaona qua es 

un gfucocortic:otde sinb&tieo a una conC9ntnlción S pM ~ ver aj podíamos inhibir en las 

ctJ!ula• c:n>mñnes la tnlnadlferenctación y expresión de - NF88. El diselW 

experimental como se muesb'a en la figura 24A. consistió en mantener tres cultivos en 
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Figura 22.-A> •--- la FkK>r••••ncla c.........,. C"'-1:lonlll a la Ea--'6n 
- NFea>cle~•C- ~-por~Peñoclos-,-..._a -..Pe Ct mM> 11 C-• ha- c-.....r 180 ha c1e Culllvo 11 B> ~ 
por :M 11 72 ha O.....-. de au Expoaicl6n C_n.,. al -MP n - 20 ........_ 
ev- por dupllc- en - ·--- lndmpa•-- • p L O.OS al 
e-rarea con loa-.± ES>. 

condiciones control esto es sin ningún fmctor at'iiadJdo. en exposición contfnu. • 100 

nglml de NGF7S y en e.._ic¡ón continua a 5 µM de Dx por 180 hs. Otras CCH-,.• 
e_.imentale• fueron - primero a NGF con diferencias de 12 hs y post9fiom1ente 

a dexametason• hasta completar 180 ha m cultivo. Esto nos pennltió evaJu.,. ha•tm que 

punto los aumen1os en la expresión de NF68 inducido por el NGF7S podrian ser 

revertidos por la dexamelllsona. Al comparar las condiciones control con las c:ék..ILma 

cromafines expuestas por 180 hs únicmmente a dexametasona, puede observarse que la 

expreSión de NF68 disminuyó en 0.25 veces, lo cual puede deberse a que en las 

condiciones control hay una expresión basal de NF68 que ae debe a la ausencia de 

glucocortioides sin que esta llegue a niveles m6s altos pues no podemos descartar una 
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concentración endógena de éstos en los cultivos de células cromafines, sin embargo al 

compararse las condiciones control y con dexametasona con la exposición continua de 

NGF7S el Incremento en la expresión de Jos NF68 es de 2.5 veces. existiendo 

diferencias significativas (p < 0.05), mientras que la exposición por 108 hs de NGF7S y 

60 hs a dexametasona con 108 hs de NGF7S y 24 hs de NGF7S y 156 de 

dexametasona, la expresión de NF68 disminuyó en SOo/o y 70%, respectivamente., 

Esta última condición no muestra diferencias significativas al compararse con las 

condiciones de exposición continua a Dx (figuras 248 y 25). 

b.9) Efectos Inhibitorios de la Dx sobre los Efectos Inducidos por el NGF 

Los datos anteriores nos llevaron a preguntamos hasta que grado podría llevarse 

la plasticidad de las células cromafines. Por ejemplo si una vez expuesta a NGF7S y 

luego de inducir la expresión parcial de NF68 el adicionar dexametasona para inhibir la 

expresión de esta proteina por tiempos variables para posteriormente adicionar 

nuevamente NGF7S y reiniciar su expresión. El protocolo para resolver esta pregunta 

fue como se muestra en la figura 26A. Las cromafines fueron expuestas por 108 hs a 

NGF7S y posterionnente recibieron pulsos de 12, 24, 48 y 72 hs de dexametasona 

continuando después su tratamiento con NGF7S hasta completar 180 hs de cultivo. Al 

comparar los cultivos por 180 hs en condiciones control y expuestas a NGF7S de 180 hs 

se observó un incremento de 4.0 veces en la expresión de NF68. siendo las diferencias 

significativas (p < 0.05). Al compararse la expresión de NF68 en las células cromafines 

parcialmente neurogenizadas y luego de su exposición a dexametasona, con el de 

exposición continua a NGF7S, los valores disminuyeron en un 1.30. 1.50, 2.00 y 2.15 

veces, respectivamente, siendo las diferencias significativas (p < O.OS) (figuras 268 y 27). 

Los resultados de este experimento muestran claramente que en las células 

cromafines cultivadas con NGF7S por 108 hs la exposición a dexametasona aún por 

periodos tan cortos como 12 hs tiene un significativo efecto inhibitorio sobre la expresión 

de los neurofilamentos. Esta inhibición no se corrige completamente después de 

exponer a las células nuevamente al NGF. Cuando comparamos estos resultados con 

los obtenidos con la sola deprivación de NGF7S (figura 20A), resulta evidente que el 

efecto de la exposición transitoria a dexametasona tiene un efecto inhibitorio mayor que 

el de la simple deprivación de NGF por el mismo periodo de tiempo. 
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Figgura 25 Imágenes Obtenidas de Células Cromafines in vl~o con el Sistema de Análisis Después de Ser E•puestas 
por D~erentes Periodos de Tiempo 1 NGF7S (100 nglml) y Dx (5 µM) con lnmunolluorescencia para NF68. 



Por ejemplo en la figur11 268 puede v- que la exposición por 24 hs a 

dexametmaona produjo un reducción del 34% en la expresión de los NF88 con respecto 

a la exposición continua por 180 hs. En cambio. la falta del NGF por el mismo periodo 

de tiempo (columna marcada con 156 hs en la figura 208) solo produjo una reducción de 

12% con r11specto a la exposición continua a NGF7S (180 hs). 

Es importante notar tambi6n que la exposición a dexametasona no tiene los 

miamos efectos durante todo el proceso de neurogenlzación. Cuando se compara el 

efecto de exponer las células a dexametasona por 24 ha (f"egura 248 columnm de 158 ha 

de NGF7S y 24 con dexamatasona) con la sola deprivación del NGF7S por 24 hs (f"ogura 

208 columna de 158 hs de NGF7S) no se encuentran diferencims aignirteativa• entre si. 

(10'!!. .-ucción con cHlxametasona 24 hs vs 12% reducción con la ausencia del NGF7S 

por 24 hs). Esto podrla indicar qua la exposición a dexamatasona as menos eficaz para 

inhibir o revertir .. neurogenización cuando 6sta se encuentrai mejor consolidm (158 hs en 

NGF7S). En cambio la dexametasona afecta més severamente al curso t-1 de la 

nauroganlzaci6n cuando uplk:a durante periodos mas tampl'8n0s del proceso (por 

ejemplo 108 hs de exposición al NGF7S). 
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Figura 27 Imágenes de Células Cromafines In vi~o con el Sistema de Análisis Expuestas por D~erentes Periodos 
a NGF7S (100 nglml) y a Pulsos de 12, 24 y 48 hs de Dx (5 uM) para Continuar su Exposición a NGF7S hasta 
Completar 180 hs de Cultivo 



DISCUSION 

Las células cromdnes tienen la caplldd..S de ~dar In tlitm al NGF. ink:illndo 

un proceso de trWladff'erencieción que comparte algunas caracteristicas con el proceso 

fisiológico de diferenciación neuronal que tiene lugar durante ef c:Maarrolfo embrtonmrio 

de la• neuronas simp4'ticlls, con las que comparten un progenitor embrionario común. 

Este proceso de dif-nciac:ión neuronal p.- rnimetiZarse In tlitto por la exposición a 

derivadOa perme-• del AMPc, como al dl>AMPc. Los erectos del dbAMPc 

probablemente se _,, a que en la casc8da de sel!-• qua se inicia por la unión del 

NGF • su Neeplor (Trt<A) se activan cinasas comunes como son ra MAPK y CREB. 

ambas involucr..Saa en la inducción de la e.xp<asión de genes de ,._..,sla tem- y 

la activ8Ción de factores de transcripción de genes de respuesta tardía. Contrariamente • 

lo que ocurre con el NGF y dbAMPc. fa exposición crónica a la dexametasonai, un 

gJUCOCXN'ticoide sintético, t•vorece el fenotipo end6crino, induyendo la expresión de Ja 

enzim. PNMT. caf'8CteristiCa de las célullls cromafines. 

EJ anéliais morfomélrico de las células cromatinas durante I• diferwnciación neu,.. 

mostró que el dbAMPc induce un aHo porcentaje de células cromafinea neurogeniz8das, 

positivas •la PNMT, y que la dosis de 1 mM era la más efectiva p.,. inducir estos 

cambios. Para comparar la rwurogenización inducida por el dbAMPc y al NGF7S, 

diseltamoa una serie de experimentos que nos permitieron ademS.s ev.ruar el gnldo dlt 

pimaticidad que conservan c61u18• provenientes de anímales de diatintala ededea. Loa 

cultivos de c6tulas Cl'Ol'Nlfinea provenientes de animales de 3 ellas de edad mostraron el 

mayor _.,..,i.te de <:Mulas ,_,,__. y la longitud ele - procesos formados 

ele.,,...• .._ haber sido expuestas • NGF7S y dbAMPc fué mayor. No obstante, en lo 

suceaivo decidimos establecet" loa cultivo• con c61ulas de anim•les de 10 di•s de edad, 

P•nl poder diferenci•r daramM'lte los efectos debidos a lo• factores adicionados de tos 

que resultan cte la diferenciación poatnatal. ta cual, según resultados previos del 

l•l>oratorlo (Islas et al, 1993), tennin• hacia al dla 10 despu4ls del nacimiento. Las 

célu'-s ctOmafines provenientes de anim ... a de 30 días no fureon empleadas en este 

tr•tMIJo puesto que fa neurogenizadón Jnducibte en ellas disminuye paulatinamente al 

avanzar la edad pastnatal, aunque nunca desaparece completamente (Aloe, 1979: Yang, 

1998). Cabe mencionar que la cuantificación del porcentaje de neurogenizadón y la 

medk:ión de la longitud de tos procesos se llevó a cabo únicamente en células PNMT+, 
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lo que implica que • peamr de haber cambiado su morfoJogia, ••• c61ul•s conserv•n sus 

....-.-ad"'""'alca•. 
A CCW*-'8Ci611, noa propusimos averiguar si la neuragenización induc:icHI por 

efec:IO - NG=7S 6 et dbAMPc t.mbl6n Implicaba 1• exprellión de protein•• lnvoluaadma 

en et ~. -· como I• proteína •IOCI- a microtúbulos (MAP2) y loa 

~l"Dfi--=s de peso Intermedio (NF68), I•• =-• esUln eatrwchaimente 

relatcionadas 'OOf"I et transporte de neurotra9misores y factores trófico• en ras neurorw•. 

Es decir nos pl8nte.rnos aaveriguar si durante su transdiferenciación. las c61ulas 

cromafines no sólo rnostrmban cambios morfológico que l•s hacian parecerse cada vez 

nY!s a nec.wanas sirnp6ticma, sino al estos cambios iban .compaftados de otro• cambios 

funckN'mles a:ordes con el fenotipo neuronal. manifestaindo asi el encendido de genes 

que coc:lificai a expresión de proteinaa especificmmente neuf'Ol'-..les que se encontraban .......-.. 
0.-•IO• le ·-•Ión de MAP2 y NF68 con unm llk:nica de nuore-..cia 

digit8I .,.,_,,. -· en el -.torio. - se i.. .. en el m..caje de 6•18• 
protefnas ccr: anticuerpos tluontaceinados. Esta técnica demostró ser cuantitativa y 

--..., _ _._cambios en loa niv- de •-16n con unm 
_,_ .........,.1 de hlista 24 honis. Adem6• de I• vantajm de permitimos trablljm" con 

v- """*'<:os. - t6cnicll ntsult6 .. , m6s eficiente y menos !abono .. perm i• 

av...,_ ~ i. nauroganizlK:ló que la - se - en datermln•r i. pntsencill o 

- de,,,,,.,._ neurlticoa y la rnedlcl6n da de sus~·· 
Se ..,.,...._..,.., c61ui.a c:rom.fines y nauron.ss del gm>glio carvic:al ..._ior.s, 

._,to t-=i9'4W1..-nte diacodadaa corno cultivadas con y sin loa f-=torea por~-· 

peri- de '*"PO· U. - ... en i.s células rac:i6n di-• da MAP2 y NFllll 

nos - como - de los -· de expresión da estos ....­
nauronmaa ..., c6lui.s aomefinas ("-i<> nivel da •-alón) y en neuron11a v­
(.ito nivel de e_.¡6n), La MAP2 pudo dat-..a en t..¡ai .,.,,_ en las c6lulal• 

cromafines y en mucho "'8yor cantict.d en neuronas si~ recién disoc:iadms. 

Ambos tipos cai1ur..s rnmttienen una expresión basal constante de la protein• de~• 

de CUltivatM nas .. por 9 di•• en medio de cultivo control (I•• neuronas requieren un 

minimo de 10 nglml de NGF7S para manter su sobrevivencim). Cuando las c»lulas 

Cl'Ofl111fines fu6f'on expuestas a NGF7S incrementaron casi al doble su expresión de Ja 

protefna. en tm'1to que laa tratadas con dbAMPc alcanzan un valor cercano al triple del 
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nivel basal. Resul6 interesante constatar que al compararse eJ nivel máximo de 

expresión de estas células transdiferenciadas con las neuronas simpáticas verdaderas. 

Joa valores alcanzados por Jas células cromafines fueron mayores por casi un 30%. Es 

decir que bajo nuestras condiciones experimentaras, aparentemente se produce una 

sobntexpresión de Ja proteína. alcanzándos niveles superiores a los encontrado en 

neuronas simpáticas que se han diferenciado naturalmente. Este resultado sorprendente 

probablemente implica que las células precursoras simpatoadrenales que tenninan 

diferenciándose en neuronas simpáticas fueron expuestas durante su migración y 

establecimiento en el primOf'dio ganglion81' a concentraciones del factor trófico menaras a 

fas utilizadas en este trabajo. 

En condiciones idénticas a las anteriores evaluamos la expresión de los 

neurofilamentos NF68. Encontramos que las células cromafines y las neuronas 

simpáticas recién disociadas también presentan expresión diferencial basar. la cual 

mantienen bajo las condiciones control. En las cromatinas expuestas a NGF7S ó 

dbAMP aumenta af triple ta expresión de NF68 alcanzándose niveles de expresión 

similares o superiores a los encantados en las neuronas. La expresión basal de NF68 

en las células cromafines recién disociadas concuerda con Jos hallazgos de Erfich, quien 

en 1994 detectó Ja presencia ele niveles bajos de neurofilamente en células cromafines 

de Ja médula adrenal de rata. Más recientemente. Yang. en 1996 mustra que la 

expresión de NF68 en fa médula adrenal de ratas adultas se pierde. desafortunadamente 

desconocemos fa edad de los animales que fueron utilizados por Yang para Ja deteeción 

da fa protaina. 

Una vez llevado a cabo et estudio comparativo anterior, que también sirvió para 

validar nuestra técnica de Jnmunofluorescencia cuantitativa, decidimos emplear, para Jos 

siguientes experimentos únicamente Jos anticuerpos contra NF68. Esto se debe a que 

encontramos que MAP2 también se expresa a niveles altos en células no neuronales. en 

tanto qua los neurofilamentos NF68 son proteínas de citoesqueJeto exdusivas de las 

neuronas. 

Como se observa en la figura 208, Ja exposición da fas células c:romafines al 

NGF7S por periodos breves de tiempo induce una expresión significativamente mayor de 

los NF68, después de 84 h de cultivo. Este dato aparentemente no concuerda con Jo 

observado en los experimentos ilustrados en Ja figura 188. En este caso. los NF68 

alcanzan un nivel de expresión significarivamente superior al control después de las 36 h 
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de cultivo. Esta difer9ncie se debe a que los cultivos empleados en la figura 188 fueron 

fij.clos 1-~· d9 haber finalizado su tiempo de expolliclón • NGF7S, 

en lllnto - en lo• -rtmentos contenidos en la figur• 208 loa cultivos M expu1i.ron 

al factor por el tiempo 1-y de~s M deprlvaron del mismo hasta com~r el 

curso tampor8I toa.t. al cabo del cu•I todo• loa cultivos se fij•ron y proce .. ron 

simu"*'9ernente. Eat8 diferenci8 implica que 1•• c»tulas cromafinea expueatai• al f-=tor 

por periodos OCMtas (38-80h1), cumldo son posteriormente depriv8de1 del mismo pierden 

perd•I o - el nivel de expresión que habían a~. El efedo de le 

depriv.aón .. menor cuando las CIMul•• crom.tines se han expuesto al NGF7S por un 

tiempo m-(84 ha). Po11b..,l1 •••te el nivel de neurogenizeción alcanzado •I cabo de 

este periodo de expoaic:i6n estm mejor consolidado. Por el contario. I• diferenciación 

~ entre le• 3e y 60 hs es m•s inestable. Un aspecto adlcional que -

con-. sin ~. - - la deprlvación del factor tiene menor efecto en el 

caso de 1- cMula1 -ta•• NGF7S por 84 r-as. 

Por estas razonea, en ma serie de experimentos estudi8mo• en célulma 

cromefines el.,_ - .... 1. -ir el aporte de NGF7S por 24 y 72 ha cle9pu6s de 

su expoalci6n contlnu8 por 180 hs En estos experimentos pudo obaetY.,.. - -

.. depriveci6n - NGF disminUye paulalinameme I• ·--•ión de los NFll8. A...- • 

esta dlaminucl6n, - obMr.amo1 en las cmmlSfi,,.. depriv- una -

~· • --.,, el cual - manifiesta por ta fonnecl6n de vec&IOlas y el 

hlnchem-. rupturai y,_-. de I•• neuritas. De hecho, una - propooctOn de -

c6lulaa - _..;z.ecaa Mbí• de-- .... 72 - de -.. 
el- el NGF - medio. E- efecto de ta depflveclón peNC:e - e-· una 
-z - un - mlnimo de ....._-, ta• c:romaflne• .. vuelven 

..__,, ... - NGF • 181 y como IU- con I•• neuronas llimp6tlcas. E• -.... .. 

~ - ni - oilula• cramafine1 control (no e--• el NGF) ni - -
- - un gr.- íncipienta de neu._niz.ctOn, M hicieron.-_.-., ... 
del aporte c:on1inuo de NGF _.su -.nvetlCia. 

El -Pe - resultó ser un buen induclOr de I• a_.liOn de loa NF118 en 

tas célula• c:rome&wa. LII e.._.- de los NF118 M - significativamen .. • 1•• 

3e h de --• -te factor, .., tiempo menor del que M requier8 de expolliclón •I 

NGF7S pena elc8nzer un gnsdo comparable da nuerogenlzaclOn (84 h). Este diferencia 

podrf• indic.81" que tos efectos del dbAMPc una vez alcanDldos. son m6• estable•. 
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mantenWtndose aún a pe .. r de que el estimulo se haya retirado del medio. Tal como se 

ilustra en ta figura 22. la supres;ón del dbAMPc por 24 y 72 h de&pu6s da fa exposición 

continua por 108 h. tamt>W.n disminuye (aunq.:,. de manera menos d,..stica que la 

supresión de NGF), la expresión de la protelna. Resulhl Interesante constatar que la 

supresión del dbAMPc del medio no se .c:ompalla del deterion> morfológico y de la 

muef'te celular que siguen a la deprivación de NGF. Estos resultados demuestran que el 

dbAMPc induce en las células cromafines la expresión de los NF68 en una fonna 

comparable al NGF. pero que con la deprivación sus efectos son m•s estables no 

induc:i6ndose una dependencia, tal y como le que se presenta en fas células cromafines 

neurogenizadas por acción del NGF. 

Aparentemente el dbAMPc pued9 inducir con una latencia más corta que el NGF, 

la expresión de protelnas producto de genes inducibles durania la dif-nciación 

neuronal. Esto tiene sentido puesto que sus efectos no requieren de Ja unión del NGF • 

su receptor e~fico ni del acoplamiento y activación de un complejo sistema de 

moléculas asociadas al receptor o de la c.scma de cina-• citc>pa.sm4ticais. Los efectos 

ml....UC:Os del dbAMPc con los del NGF pueden deberse a que por ·- de este 
segundo rnenujero se activM1 cinasas como fa MAPK y CREB, .-nb.8a involuctlldas en 

la indUcción de la e-sión de genes de respuestas~ y la activación de fact0<9S 

de transcripción de genes de respuesta tardía. Sin embargo, ea evidente que no tocios 

los efectos del NGF son mimetizados por el -MPc. Uno que hemos mendonado -.il 

es la inca.,- del AMPc - Inducir'ª dependencia .. NGF - •• ce..cteristlca de 
la diferenciación neuntl indicida por este factor tróf'lco. 

Finalmente, con el objeto de determinar hasta q<M punto la transdiferenc:iación 

aiz..- en las células.,...,,,,,._. por.- del NGF es ~stica. examinamos sl era 

~ prevenir ó revertir los efectos del NGF empleando homlonas que - -

influyen poderosamente en la eiqxesión del fenotipo cromafln, los glucocortlcoides. 

Nuestrai estrategia fué ver si una vez logrado un grado import.tte de dJferenciadón, por 

exposición al NGF, ras células crornafines podlan revertir su diferenciación hacia el 

fenotipo cromafin por exposición al an•togo glUCOCOfticoide dexametasona. En estos 

experimentos expusimos a laa c»lulas cromatines al NGF por 108 h y luego edfcionamos 

dex•metasona por diferantes periodos de tiempo. para nuevamente restabtecer el 

NGF7S. Estos experimentos cl11n1mente demostraron que en tas c6fulas cromafines 

expuestas por 108 hs a NGF7S la dexametasona tiene efectos inhibitorios sobra la 
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neurogentzación aún adicionada por periodos tan conos como 12 hs. La exposición a 

-x•-.on• por 24 hs disminuye 1• ._.alón - NF68 en 34'11> mientras la falta -

NGF7S por este mismo -- - tiempo disminuye los naurofilernentoa solllmente en 

un 12'11>, lo - sugl,. un efecto Inhibitorio de le -xemetasone edlcional al de la -

-priveción del NGF. Los mismo• •-rlrnentos -mosnron que los efectos - le 

dell8meteaon• son ,...,.,...,.. inhibitorio•. puesto que la exposición nuevamente • 

NGF7S no nocu- loan- - la ·~ de los NF88 que se lllcllnzan du...,.te la 

expoaici6n continua el NGF. 

En rwaumen ..... tr8bajo mueatrm que ••• celul•• cmm.nnes poatnata._s de rmtm 
constituyen un modelo útil pmra eJCP10far in wtto ••• inftuencima positiv•• y .-..ptiv .. que 

regulan la -eren<:ieción neurel - loa prwcursonts slmpetoadten-•. En mlgunoa 

•--=toa. ••te - ,.aulle m6a - que el comünmente util- - las c:6lulaa 

PC12, linee c:elu* -- - un tumor de c61ules de le m6dula -

(l'eoc:ron-..). por --.,, forme "'*• pel9Cida • la fisiológlce, lo• -­

funclon.-a y --ec:ompellen •la dlf~ en el - .......... Le• 

c6lulaa -• - une con-po-.i ~ (eún en la etepe --) 

(Tlac:Ner, 1993). siendo - de ,...,..._.. • loa estimulas - -

pettlc:ipen -- la •11biiog61•sla en su - f-pice. En es..- futuros, -

lnter9- cona- - 'I"* ....,_ la• <*ulll• c:romeflnes --· ,,_...,.,, 

aapectaa - su ~ cetui.. <•-· sin- -
neurotrmnamiaorwa, fonn8Ci6n w •st•bl•cimiento de conexiones sirl~a. homtM>at8aia 

del.,_~ dentro de lo - .. -· conatitUye.,.,. c:ompleje .. -.­
funeianal ~•la edopci6f> del fenotipo neuronel. 
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CONCLUSIONES 

1) Las mlulas cromafines tienen la capacidad da responder in vitro al NGFes por ello que 

han sido util~as como modelo de la diferenciación neuronal como al que observan in 

vivo las neuronas aimpéticas con las que comparten un progenitor embrionario comtjn. 

sin qua por ello pierdan totalmente su caracteristicas de células neuroendocrinas. El 

AMPc -® mimetizar esta efecto del NGF. 

2) El análisis morfométrico permitió el obtener los datos preliminares con los que 

pudimos determinar que la dosis 1 mM de dbAMPc es óptim• para lograr la 

diferenciedón de las células aomaftnes. 

3) L9 edad 1 O días de nacimiento en ratas. es en la que tnlnsdiferenciación o su 

inhibición OCUmt por la adición del NGF7S. dbAMPc o Dexametasona. 

4) La t6cnica de ftuorescencia digitail cuantitativa resulta ser una hernlmienta de gran 

valor. ya que su alta sensibilidad nos permtto detectar cambios en los niveles de 

expreaión de MAP2 y NF68 con diferencia temporal de 24 hs. ademas de ser una t*:n~ 

eficiente y menos laboriosa que ta evaluación que se baaa en detenninar la presencia o 

ausenc:MI de procesos neuriticos y la medición de sus longitudes. 

5) Las neuronas simpáticas del ganglto cervical superior. tanto ntCien diaoci8d•• o 

cuftiv8d9• con 10 ng/ml de NGF7S ( dosis minina pa,.. menetener su sot>revivenci8). y 

las oMW.s crom•fines recien disocimd8a nos permitieron tener los v•k>re• basales de la 

expresión de MAP2 y NF68. 

6) La expresión de los NF68 en las células cromafinea tratad•s con NGF7S es 

comparable a la expresión que se obS&f'Ya a Jea tratadas con dbAMPc, lo que reafirma 

los erectos mimeticos del dbAMPc con el NGF7S. 
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7) El NGF7S Induce le diferencleción de lea c61ul•a c:romefinea • "'*lules P•recide• a l•s 

neuronms simp6ticas. sin que eatan ta.y.,, peridido totmlmente au sensibilidad • la 

de-hlaone, pues -- revertir e Inhibir la expreai6n de loa NF68. 

8) El clbAMPc Induce en l•a célulea c:n>mefines I• neu,_nlzeción y expresión de NF68 

• niv- campe-a • loa del NGF7S, sin inducir depende11c:i•, -· no se observ•n 
altar.ciooea rnortologicas ni muerte oelutar ., loa cuttivos deprivadOs de este, como 

ocurre con el NGF7S. 
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APENDICE1 

PROTEINAS DE CITOESQUELETO MARCADORES 

ESPECIFICOS DE NEURONA 

La morfologfa de las neuronas esté estrechamente relacionada con el 

citoesqueleto que esté constituido por proteinas que no solo proporcionan el soporte, 

sino que tambi6n .. responsables del movimiento celular y del movimiento de material 

dentro de ell••· El cit-aquelelO detennlna I• ronna y la p18atidd8d de lo& conos de 

crecimiento durante el desarrollo embrionario para formar axones y dendritas con fa 

conectividad aprop¡.da y propiedmdes especificas. a tas cuales mantiene o modifica en 

......-sm a diversos fectores como: la edad, experiencia, activid8d eWtctrica. leaiOnes y 

•lterac:ione• en su microllmbiente. 

&-. pol.lwklact del citoeaqueleto neuronal permite distinguir entre axón y dendritas, 

cuy• función I• ctetermin• el nujo de lnfonnaci6n como es el tnlnspotte de rnol6cul•• que 

forman pmte de a. membrana plasm4itic.a. En I• pre y poatsin.pais cadm una contiene 

porciones de rnembrane con conjuntos de recept<>Ats, canales y ~aportmdonls que en 

conjunto definen et repertorio de funciones con una localización especifica en la 

neuron8. 
Lai distribución diferencial de las moleculas y organelos en et citopla&ma de 

dendritea y .......,. resulte de la configuración del -aquelelO y del transporte • través 

de loa filamentos que to componen. 

El citoeaqueleto tiene te capacid8d de ronnar tanto estructura• -tebles como 

~sticaa por un mecanismo de equilibrio entre en.-...-sen ..... 1>18je 

<-teblliz8ción-deaestebil1Zación) que dependen de la polimeriz8ci6n y despolimefiZ8clón 

de loa fia.mentos que lo forman (actina, microtubuloa, miaot'il8mttntoa y 

neurofi~mentos), que son el resultado de la respuesta de I• neurona a cambios 

fisiológicos en las concentraciones de f8Ctores de crecimiento o interacciones con la 

matriz •JCtlaC.elular. 

La neuronas tratadas con detergentes, (los cuales sotubilizan lo• lipicloa y 

proteinas de la m•mbrana) conservan el citoeaqueleto con forma casi completa. Con la 

ayuda del microscopio electrónico, se ha demostrado que axones y dendritas contienen 

filamentos qua se cruzan entre si, a través de los cuales organefoa y moléculas son 

transportados del soma al axón. 
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El cltoe~o ~ I•• neuronas se comPone por v•rio• elementos como: los 

micratúbuloa. proteinaa asociadas a mictotúbulos con diferenht9 pesos molec::Ula18s. 

micro-• y -tos Intermedios como: neuto-•. vimenlin•. etc. 

Loa - (Ml'•). por su ~- intrinaec. y su asoclalc:ión con olnla 
protelnaa dan ••tabillded ..-ica, detennln•n la polañdad de I• neurona. fonn•. 
movimiento y c:recimlento y plllalk:idad de loa conos de crwoclmiento y funcionan como 

motoras del .,.napone de~ que se unen• la mem- plaamiitlca del -ón. 
Su principal componente son monómeros idénticos de a. y f) tubufina que al 

asociaNe tomwn un complejo de 100 kDa. forman cilindros constituido• por 13 

protofilamentoa en un atregfo linear, asirrÑttrico y polar en cuyos exttemos po-n 

distintas PICJP"•dacie•. tienen un ••ruo indefinido con~ extemo de 24 nm. El 

número de microtúbulos es directamente propon:ional al calibre del aJCán. 

En el cef9bro de rnamlfetos la proteln• que comtonnan a los mlcrotubulos 

comprenden el 2°"- de la proteína soluble total, su estabilidad depende de la 

Poli- - 1'9<1- e» la hidtóll•i• de GTP y su asociación con otras prc>teln•s, 
el equiffbrio entre la poza de tubulina y micro,.tfamentoa. se afect9 por tactorea como ta 
concentnM:ión de Ca.. en p<eHnc:ia de calmodulina que Interactúa con pt"Otel""s 

-••mictotúbUloaytau. 

Las ,.._,... --• • mlc"*'bUloa (MAPs) son ..aponsablea del 

-Wl'llllaje y crecimiento de mlClolúbulos por alteraciones en.,. la fonna e•- y 

diniilllica, - son nece..noa para el desanollo, estabilidad y ptaalicidad de loa procesos 

tonn- por el ciloPtaama y de la tonnación de puM11ea entra ...-.1os con 

funclorWa de lrlWlaporte. Algunas MAPa se encuentran ..,,.....,._ en neurona• 
__ ....._te perlodoa de crecimiento ectivo .,,_ a6lo en el •-adullo. 

Existen al ~• 10 tipos de MAPs, que ~n __,_ en de llllo paso 

molecular - 320.350 kDa - son pri,,.,.._nte MAP1A y ,.. menos abundantes 

MAP1B, MAP1C y MAPS, un grupo de MAPs de peso molecular intermedio: - 70.280 

kDa de las cuales MAP2 •• abundante en neuronas, MAP3 y MAP4 en .. trocito• y la 

MAP de menot" peso molecul•r: - 55-62 kOa tau q..- •bund• en llXOnes. 

Anticuerpos prepallldos conts'll diferentes tipos de MAPa han moatredo que tienen 

una compartamentarazac:ión intraneuronal y regularización especifica durante el 

desarrollo, aam comp•rtamentalízadón probablemente depende de su asociación con 
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neurofilamentos y filamentos de actina a los cuales se unen por fosforifación, además de 

Jos microtúbulos en los que la fosforilación djsminuye su ensamblaje. 

Los mlc--- (MFs) son elementos del citoeaqueleto que tambi6n 
determinan la fonna y movimiento celular y qua se encuentran estrechamente 

relacionados con la liberación del neurotra•misor. están constituidas principalmente de 

actina, proteina globular de 43 kDa que se ensambla fineatmente cuyos extremos tienen 

distintas propiedade• y al polimeriZar fonnan una doble hélice, con la que forman el 

soporte del axón, se toc.tizan principalmente en la periferia de fo• axones y conos de 

crecimiento, mientras loa mictotúbulos se encuentran en el citoplasma y aon menos 

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

citoesqueleto mas abundante y tiene un diámetro de ~8 nm. Ja presencia de ca2
• libre 

corta loa filamentos de actina, su despolimerización es indispensable para Ja liberación 

del neurotraamisor. La fibronectina es otro microfilamento encargado de promover el 

crecimiento de axONts in vitro e in vi\fO. 

Los ,..urontamentoa (NFa}, son componentes qua se encuentran 

exclusivamente en la matriz intema de la neurona, donde se distribuyen en som., 

dendritas y llXOl'NtS en arreglos longitudinales característicos, tienen una att. afin;dad por 

la plata y se encuentran en todos Jos vertebrados, por fo que se han tipific8do como 

marcadores neuronales. En los mamiferos superioras el número de neurofilamentos 

es~ relaciOnadO a una familia·de filamentos intermedio• enlf'e los que se encuentran I• 

queratina (células eptteltmles). vimentina (neuronas) proteína acidica fibrilar gliaJ 

(aatrocitos), desmln• (musculo) y Jamininas nucleares. 

Los neurotuanwntos se componen de tras subunidades de distinto peso 

molecular de .ita (NF-HJ. mediano (NF-M) '11 bajo (NF-L), de 112, 102 '11 68 kOa, 

respectivamente, c:Ha uno eodtr~o por un diferente gen (Jufien, 1987). Los 

neurofilamentos fUncion•les son moléculas dim9ricas que al ensamblarse forman los 

neurofilamentos con dialimetro aproximado de 8 nm. 

Cochard en 1984. mostró que Ja eJCpresfón de NFs en el sistema neNioSO central 

da embriones de ratón, tienen una expresión temporal caracteñstica. Las aubunidades 

NF-L y NF-M aparecen casi simultaneamente y la NF-H se expresa en células 

postmitóticas. la aparición da Jos NFs es temprana, durante la diferenciación del sistema 

nervioso central y el periférico, ademés de tener una estrecha relación con la ink:iación 

del crecimiento da los axones. posteriormente se expresa la vimentJna, sin embargo es 
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posible qe,.- coexia .. n fos NFs y proteínas relacionad•• con a. neurotraamiaión durante fa 

difentnciac:lón. 

Lo• NF• _,..,.,.en el cerebro y 1• ......,., .. espin•I en embrlone8 de ,.111 de 10 y 

11 di••. - mctlenden rostral y caud•lmente en el cerebrO y c:onlón espinml, •lo• 12 

di•• en somtt.a y a loa 15 y 18 dias en el romboenc6f•fo. E•tudk>• inmunohiatoquimicoa 

de Coc:t\9rd m .... ir.n - a Jos 9 di•• de geslllei6n Jo• ..,.,... - tillen únicmnent• con 

NF-l. y NF-M y en esllldo• postllriorea con NF-H, Jo que augielw que .,_. protein• llene 

diferente• pMronea de expresión du,.nte el deS80'0llo embrlon.8rio en diferentes 

regiones del aiatem• nervioso central. estos hallazgos son apoyados Por Shaw quien en 

1982 encontró que los NF-H en el sistema nervioso centl'af se expre .. postnatatmente. 

En ~ neuronas las tres sUbunidade• se expre.., aimu"*'8amente. pero 

cabe la poa;bilidad de una expresión secuencial en cierto tipo de neuron•s, la 

cona......-.a- entre Je formación de procesos y 1• expresión de NFs .,.,­

-- • - celu .. r. Gr.ci•• a i.s técniQls de impreg...aón arg6ntica fue 
posible su detecci6n en las células del tubo neural ink:illlmente, Jos NFs tambi6n 

-......... en........,.. po•tmitóticll• cuyos proce- se Nin retr.kloa o perdido. 

Lma mtutaa de la• crestas neuralea no expre..., car.cterfaticas .....,,.,.gicas 

- 8U migrM:ión, .. •inteaia de catecolami,..a y sus enzinul TH y PNMT -recen 

cuando 181• c6tullla ••'*' cerc. de I• - pe,. formar I• cadena aim~ prtmari•. en 

el embrión de - la diferenciación cat9Col.,.,~ - inicia • Jos 10 di•• en 181• 

nauronftl 8impMic:aa. -- pt9Ciao en et - ..,.,_,, por primera vez c61u181• con 

NF•. Jo - supone un• corrw~ espaclm y t_.i muy ealreeh• -
~ 181 expresión ~ fenotipo .....,..,,,.1 y I• procluCciól1 y libe<8ción del ---· Lo• -..1oa ·de •ctln8 y - son ••tructu,.a poi•,.. CIJY• pot;..-lz8ción 

ocurre por I• h-ai• de ATP y GTP, ,.apec:tivamente, un exlntmO de ello• c:reca mú 
~pldamenlll dur.nte la polimerización que otro extntmo. I• pot;meriz8Ción de NFa 

temlll*1 NqUief9 de 181 hidrólisis de nucleótidoa, - --., en et aom• para 

postertorm.nt• ser tr.naportadoa •I axón. 

O. tos fllCtontS que organizan el citoesqueleto e lntegrmn los filamentos que lo 

fonnan se -..be muy poco, por ello las neuronas y la fine• celular PC12 han sido un 

interesante modelo para el estudio de las funciones de los factores que regulan la 

morfologia de estas células en las que el crecimiento de axones y neuritas, pueden 
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alterarse por condiciones ambientales como: factores de adhesión. grmdientes de 

concentr8ción de NGF y ca2 • y otros factores neurotróficos. esf como .. inducción de I• 

caaeeda bioquímica de segundos y hasta terceros mensajeros. 

Estudio• morfológico• han sugerido I• existencia de puentea erme MTa y NFa, y a 

través del marcaje ntda.ctivo de sus subunidadea para estudios de flujo axónic:o se 

Obaerv6 que estos ae mueven a la misma i.sa de transporte axónlco lento, lo que 

augief9 IM'I• asocieción directa entre afias o a través de un elemento común, I• tubulin•. 

Loa NF• tambi6n .. asocian con el transporte lento del axón. 

Las fnteC'ac:ciones bioqufmtcas entres MTa y NTs , se han analizatdo in vitm 

extrayendo de cerebro de diferentes mamfferos por varios ciclos de polimerización­

deapoli- ae ha observado que el ATP medi• su eslabllidad y que una PK­

MAPa depend- de AMPc, fosforil• preferencialmente las subunid-• de 

neu-oa(Leterrier, 1981). 

Un posible mecanismo que regula las Interacciones entre estos do• elementos de 

citoe-'91<> ea la fosforilación de una o mas proteínas por la .ctiYldad de Pk-AMPc y la 

foaforilación de tubulina, MAP2 y tau . en 1980 Valle propuso que la cinasa dependiente 

de AMPc ae loc81iza - loa brazos de los microtúbulos. 

El NGF induce la exprasión de la• proteínas conlliderltd8a man::monta 

ne.,,.,.,..s comO la vimenlina (VM) y NFs en las PC12, lo qua evidencia que eslaa 

c:Mulaa -Yin comprometidas en una diferenciación neuronal. 

Los mecanismos genéticos que controlan la síntesis, ensamblmje y C811'1bios de loa 

NF• pennanM:en sin definirse. sin embafQO experimentos dirigidos • ••tudiar la 

_,,_., de la •-alón de las subun-s de NFs Por NGF en c::81ulaa PC12 

previmment9 tratadas con NGF y resembradas. coinciden con la hipótesis de que el NGF 

(G,_.,. & Shoolar, 1982). incrementa gradualmente su expresión, lo que l'9fleja un 

efecto del NGF sobre la transcripción como parte del proceso de tnlnSdiferenci.a6n. 

ObaervaciOnea del arragk> de los NF-L en pequet\as esferas cercana• 81 núdeo. 

se detenninaron usando un doble marcaje con inmunofluorescencia en .. s PC12 

c:reciendo en NGF con y sin c:olchicina. la VM muestra la misma localiZación que NF-L, fo 

que sugiere que ambas están asociadas (Sharp, 1982). Estas esferas ti.in sido 

observadas en neuronas del sistema nervioso central y periférico. con .. miama 

localización en condiciones nonnales (Anderton. 1982). Se propone qua 1• ~ 

de esf.,.a de VM y NF-L, y la exclusión de NF-H del dominio cerca del núcleo en las 
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?C12 ... una ....,,ifeatacil>n - I• •aoc18Clón del ensamblaje •normal - -tos 

filamentos. La dltaaparición de ••ta• esfera• en••• PC12. que crecen en auapenai6n o 

en cultivos de.,.. denaidad, ea el resu- de penutt>acionea en el -.queleto, lo que 

· !ortmlece 1• hipótesis de que ocumtn interacciones funcM>n.-a entre loa fi .. mentoa 

int.mMMlioa. -">•· .. superficie celular y factorea de adhelli6n (Menko, 19113). 

En la PC12h-R, que son célu .. s que fonn•n neurita• 12 hs _..,.... - su 

--• NGF ... 1ncnomenta 1• expreaión -1 RNAm y las aubun- NF-L y NF-M 

en ... doa primeno• IK>nla de exposición •I NGF, pero no para NF-H, esto se -- •que 

se incrementa I• tnonacripción y I• slntesia de protalnaa .,..,._s pe,. el Inicio del 

aecftniento de neuritas que se duplica en 12 hs. mientras el contenido de DNA para NF­

ti pennanece en et mismo nivel. 

La e-ión de los NF-L parece eatar medi..ia por loa nlv-• - RNAm y no 

por el inctemenlo en 1• tasa de transcripción, porque en I•• PC12h-R tratada• con 

"'ctinomicina O (Act-0) se incrementan los niveles del RNAm p-. a. NF-L a nivetes 

su...-S • ... .,_.únicamente con NGF. 

Loa~· de AMPc como el dibutlril AMPc inducen I• tranadif-- de 
!as PC12, prob-....nle porque activan a Pk-MAP, eata 19apueata ,,.- inhibirse por 

colchicinm y citoCelltcina e. agentes que desestabilizan • lo• mk:totúbulos y 

-· por lo que se ha propueato que se requieren - .. organiZación de 
ambos elementos pm,.. que se manifiesten loa efectos del AMPc. 

El ~ de neuritas inducido por la combinación de dbAMPc y NGF en 

?C12. ea rlipidamenle reversible al eliminar el dbAMPc del ...-. por que •- es capaz 

de,_ .. foaforllación - microlúbuloa y~- sin r.querir - la alntesis 

de prolalne• y RNAm. El dbAMPc tambi*n induce cambios en la "10ffologla y 

organiz.c:ión del clloeaquelelo de otro tipo de célul•• sin depender de .. alnlaaia de RNA 

y protain••· •• probable que el dbAMPc ejerza sua efectos por •-.cione• en el 

ciloe....-i<> de 1- PC12 que resultan en el crecimiento de 118\.'fitaa (Gunning, 19111), el 

,,_;amo detall- por el cual se altera 1• roaforilación y con elle. la organización del 

~ .. desconoce. pero ae hll reportado que la• MAPa regojf•n el ... samblaje 

de miel'Dtúbuk>• por un mecanismo de fosforilación dependiente de A:~Pc.. 

PBNCe que I• trenacripción dependienta de NGF p.,.. Inducir et ctecimlento de 

neurita• involucrara la producción de un gene que regula de mmnera estable que el 

dbAMPc Of'Sl•nice la fosforilación de microtúbulos y neurofilamentos (Gunning, 1981). 
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El tratamiento con NGF de las PC12n-R. induce la expresión temporal de genes 

tempranos como el de I• p actlna, c:-fos y c:-myc (Greenberg, 1985, Greenberg, 1986, 

Curran. 1985. Kn.ajier. 1985). el curso temporal para que el RNA.m de estos genes llegue 

a su nivel mab:imo es de 0.5-2 hs y regre .. a su nivel ba .. 1 rápidamente, el tiempo 

necesario para inducir el RNAm y transctipción para NF-L es de aproximadamente 3 hs. 

La adición de cidohex•mict. a PC12h-R tratadas previamente con NGF. tambi6n 

Induce la expresión de genes para p._actina y de genes tempranos, sin embargo no se 

observa la inducción del gene para NF-L, por lo que se considera que el mecmnismo por 

el cual se induce la expresión de cada uno de estos genes es independiente (lkenka. 

1990). 

La ~utas cromafines se distinguen de las neuronas simpáticas por la expresión 

de la enzima PNMT. ta ausenciai de NFs y de neuritas. Las neuronas expresan la 

enzima TH, forman procesos y expresan NFs pero no PNMT, sin embargo las cromafines 

de embriones de ratm .coexpre .. n PNMT y NFs in vivo y al cultivarse cromafines de 

bOvino adulto en medk> con NGF no expresan proteínas de neurofilamentos. porque no 

forman procesos. La adición de dexametasona inhibe ese efecto sin que la 

coexpresión de PNMT se afecte (Ehrtich. "1994). Contrariamente a lo propuesto por 
El"lr11ch, se había ob .. rvatlo que las cromafines de bovino adutto en cultivo son capaces 

de r-xpreaar caracteristicas de neuronas adicionéndoles NGF (Naujok.s, 1982) y que el 

fenotipo cromafín ae favorece con glucocorticoides "y se inhibe la expresión de NF• 

(OOupe. "1985, Unsicker, 1989, Voguel, 1990), estudios in vitro de células cromafines de 

ratm rec:it&n nacida y adulta. indic8n que estas células requieren de NGF para formar 

neuritas y poateñormenta para sobrevivir (Ooupe, "1985; Unsicker, 1989; Tischler. "1993). 

sin embargo la capllCic:IH p..a formar procesos disminuye considerablemente con la 

edad (Seidl, 1989). 

Se propone que durante el proceso de diferenciación y maduración, loa 

Qlucocorticoides liberados por las células de la corteza de la gl•ndul• adrenal inhiben la 

expresión de los NFs en las células cromafines, sin embargo existen alg,un•• 

controversias. Anderson propone que la expresión de PNMT depende de los 

glucocorticoides aunque sus receptores aparezcan después. lo que sugiere que no se 

requiere de éstos para la exprwsión de PNMT, ya que en experimentos con cromafines 

en cultivo en ausencia absoluta da glucocorticoides por dos semanas las células son 

inmunoreactivas a PNMT y contienen RNAm. por lo qua consideran qua la baja 
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produccl6n end6genll de glucOCOftlc:old• es suficiente _. · inducir .. ·-- de 
PNMT. 
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APENDICE2 

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA 

La fluoreacencta es un tipo de 1uminiscencia donde la luz se emite por moléculas 

por un COfto periódo de tiempo de1p ... s de haber ab1ort>ldo luz, el tiempo entra la 

absorción y emisión es del orden de 1<f seg o menos, la luz emitida se conoce como 

fluoreacencia, ai el tiempo•• de -to• seg. se origina la fosforescencia. sin embargo ta 

ftuorescenda y fosforeacenda pueden interactuar con ta materia pudiendo disminuir por 

difracción o absorción. 

La absorción ocurre en cuanta, la energia de un cuanta es de 9.9 x 10-'2 

erg/fotón, a una longitud de onda (1) de 2 x 1os cm, manteniéndose las constantes de 

Ptanck (h = 6.6 x10-27 erg seg) , la velocidad de la luz en et vacío (e = 3.0 x 101º cm/seg) 

y la frecuencia de vibración de ta luz (v = ., .5x105/seg). La cantidad da energla que un 

fot6n absorbe puede calwtarse con ta ecuación: E = hv = hcJl. 

En microscopia la intensidad de la luz se define como: 1 = W/cm2
, donde W es la 

intensidad de la luz de 1 watt y se define como la cantidad de energía que es producidad 

por unidad de tiempo (1 W = 107 ergtseg) y se afecta por el grosor del espécimen. 

Cuando un cuanta de luz se absorbe por una molécula, el electrón de valencia se mueve 

a una 6'bita superior adoptando un estado excitado y al regresar a su órbita emite un 

cuanta de luz. El espectro de absorción de una mol6cula depende del número de 

nivelas de energía para el estado excitado de la molécula. La absorción ocumt en 

longitudes de onda en las que la energia del cuanta equivale a la diferencia de energía 

entra el astado electrónico ba-1 y el excitado. 

La fluorescencia es un proceso de relajación que se inicia con la absorción de la 

luz y tennina con su emisión. también ea una de las muttiples vias del proceso de 

desexcilación por el cual un electrón en estado excitado regresa a su estado basal 

liberando energía. La longitud de onda de la fluorescencia emitida siempre es mayor 

que la longitud de onda absorbida (corrimiento de Strokes). La vida media de la 

fluorescencia se determina por la permanencia de este e'8ctrón en el estado excitado, el 

tiempo requerido para el proceso de absorción (cerca de 1015 seg) es instantáneo en 

comparación con ta vida media de la fluorescencia (cerca de 108 seg). Si la vida media 

de la fluorescencia es de cerca de 1 o" seg, el estado excitado impide que el electrón se 

mueva a un tercer estado antes de que regrese a un estado excitado menor y emite luz. 



Existen otrma viaa de deaexcitación por ... que la energi• del electrón excitado 

puede disiparse, por ejemplo 1•• intef'8Cdones con la solución u otras mol6a.llas en la 

muestra. de tal manera que I• energi• llbaoft>ida por una molécul• puede P8&ar a otra 

forma de energfa que se utillz• p•ra otras re.cciones qufmicas. Algunas moléculas 

fluorescentes pueden destruirse por proceso de excitación en presenci• de a2. Esto se 

conoce como "blanqueo•, el cual puede ser útil para evaluar la movilización de 

mol6cui.a fluorescentes 

La •UloftUOIW9Cencla o fluorescencia n•tunil da las moléculas en las °'lulas 

de mamffero, se encuentran en la región de UV o azul del espectro y se deben 

generalmente al NA.OH, riboflavina y navina. 

Los cambios en la autoftuoreacencia se han utilizado para evaluar reacciones 

moleculares como el transporte de electrones en mitocondrias, sin embargo tiene un 

valor limitado en la biología celular, en compración a la aplicación de colorantes 

fluorescentes como fluoróforos y los fluomcromos, que se ailaden a las células y se 

sintetizan para una aplicación especiflCa basándose en los siguientes criterios: et 

espectro de absorción, el espectro de emisión, el coeficiente de extinción, la eficiencia 

~ntica, la nHtctivtdad química y los efectos del medio ambiente. 

Los principates parametroa útiles de los colorantes ftuorescantaa son-el 

coeficiente de extinción (e), la eficiencia cuantica (F) y la vida media de la fluorescencia 

(t), donde e es la medida de la probablidiad de absorción, si es alto se encuentra en el 

rango de -40,000 a 250,000 M/cm, si la proba!Mlidad de absorción de las molécula• 

nuorascentes es atta entonces tiene una alta probabilidad de emisión, lo que reduce su 

vk:lm media en el estado exctt8do. por lo tanto la vid• media es invera8mente 

_.,;anal a la prob81>Nid8d de absorcl6n. 

La eflcienc:ia cu•ntica F es I• media de la eficiencia de la nuorescencia ntlativa a 

todas las posibilidades de desexcit8ci6n, se puede expresar como el número de cuanta 

emitidos divididos por el número de cuanta absorbidos. Las mol6culaa utiliz8das en 1• 

biotnedicin• tienen un campo cwllntico menor a 1, mientras las mol6culas nuorescent•• 
tienen un valor de 0.1, la intensidmd de la nuorescenda es función del campo cuántico, el 

producto de F x e determina .. intensidad de los colorantes o marcadores ftuORJSCentes, 

e es la concentración aborbida y 1 .. distanl• la cual la intensidad 1 de la luz despues de 

cruzar la muestra. por lo que In...~ - 10 F • e I. La vida media de Jos 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 ~ta pennanece en estado excitado ... vid• media intrinseca 

es el v•lor máximo posible de t y esto ocwnt cuando Fes múima, en este caso se 

requiere que toes.is las viaa de desexcitac:ión que no sean fluoreacenci• se eliminen. 

En el caso del isotiocianato da fluoresceina (FITC), este tiene un plco en e1 

espectro de absorción de 495 nm y de emisión de 535 nm como puede verse en la figura 

28. 

~· 

'Slfuílt 

400 500 

LONGITUD DE ONDA (nm) 

Figura z• Eapeclro de Ab9on:l6n y E-- FITC 

iQOnm 

Los atributos de los coforantea ftuontacentes útiles en la microscopia son: 

1) "-'lle-. Las moWtculas fluorescentH abao<ben y emiten luz a una longitud de 

onde detenninada. por lo que pueden excitar selectivamente y detectarse de entre una 

mezela de especies mokK:ulares. 

2) Sen•lllllldH. Pennite detectar un pequeño número de moléculas fluorescentes, 

aproxim.:l•mente 50 moléculas pueden detectarse en un volumen celular de 1 µm3 con 

un microscopio de fluorescencia. Este número tiende a disminuir con el avance de 

m6todos quimtcos, experimentales y al aumento de la aensibi1k:led de tos fotodetectores. 
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3) E~Of/Jle. Las mof6cuJas fluontscenles pueden definir con extrema 

.. nsiblid•d propiecl-s flsicoquimicms, vllrios parámetros espectroscópicos, pueden 

emplearse pmrm medir propled-s como: pH, [Ca•·1 libre, .i potencial de mmmbrana. 

hlcltof0blcid8d, dislribudón de C81Q•s. mlcroviscosld•d. dlstanei8 molecui.r, coeficiente 

de difusión y orlen_, molecul•r. 

4) --- T-1. Las mediciones fluorescentes se ven llmil8d8s por su 
Naolucibn temporal. como aquellos eventos que ocurren con Un8 frecuencia igual o tan 

grande como 1• inversa del tiempo entre la absorción y emisión da la luz. Aquellos 

proceso• biológicos que ocurren en el orden de -10- seg o menos pueden ser 

detectados y medidos. Durante este interv•Jo del tiempo pueden ocurrir múftipfes 

cmmbios químicos y rnolecul.,..,s en 1• célula viva, aunque muchos procesos son m"s 

lentos y pUeden medirse con indicadores fluorescentes. 

S) ,,.._ucldn Espacial. Lais sellales nuorescentes pueden medirse entre espacios 

celu&wes tan pequelk>s como una simple molécula, si contiene sUf'tentes cantidades del 

ftuoroforo. La reSOlución de estructuras se limita al poder de resolución del mk:roscopio. 

et cu•I es función de la apertura numérica de objetivo y la longitud de onda de emisión. 

La inmunofluontacencia ha sido una herramienta invaluable en la mk:fOscopia de 

ftuoreacenc:ia útil en biok>gi• celular, combina Ja especificidad. sensibilidad y la 

resolución del microscopio de fluon1scencill con la unión sefectiva del anticuefpo a una 

región reslringkl8 de mol6eui.s de •ntfgeno o epltope. Múltiples epflopes p.-n 

~ en la misma céfu,., en la misma o diferente rnokk:u'8, cambiandO nuorotoroa 

con cliferent9s colorea de. fluontscenda. El mismo concepto se ha usado recientemente 

_.1. hibrld~ in aitu. 

Lal microscopia de ftuorescenc:ia es una hern1mienta imponente pmra el estudio in 

wvo •in vHro de célul8s y tejidos. i... mol6cu .. s nuorescentes .,.-n ln1r0dur:irae en 

c:élUi.a viv•• para medir cmmbios fl~ locmles como el pH citosólico, i. [Ca .. JI, 

potencial da membrana, eatructu,..s celul•res, •si como 1• din.ltmica de an•tooos 

llU018scente• de macrom<>l*c:ul•• t>lológic9s especif'IC8•, moviliz8ción lateral de llpldos y 

de protefn•• de membnlna y la difusión rotacional. Los cambio• dimensionales en fa 

asoc:i8ci6n de mol6cui.s del orden de 5 nm se ~n detectar midlendo la transferencia 

de energfa. 
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Loa 8Y.,,.,.S en los métodos de noglatro en video y por proc:e-~. 
permil8n _.,...-Mala mullle~a. bidlmltnaionalea o trtdimenalonelea y...-,. el 

tiempo ---..... di•- de .. pruebes nuor.ac:.ntea ...... -..... 

El principio ~n181 poini el diaetlo de un rnicroacopio de ,.._.acenclll ea 

mexlm- .. colec:ción de le fluor9ecencia emitida y minimizar .. exciUlcl6n. Eato se 
logrll optimlZando le óplicll y mlnlmlnizando los componentes lluore-..tes del 

microscopio. 

Uno de loa principales impedimentos p.,. diaellar un mlctoscopio de 

nuor.acena.. ea que S. intenak:la de 1• ftuorescencia de la muestra sea v•rio• órdenes 

de mmgnitud menor • I• intenaldad de la ilumin•ci6n, por lo tanto las im..,.nea deben 

IWQlatrane con un .,...,. .. de bmJo nivel de luz, con un eco o un digilalizmr de lmtogenes 

que minimiza le destrucción permanente de I• fluorescencia por la conversión que Induce 

la IUZ - el -om a com-atoa qulmicos no fluore-..ta• o "blanqueo" de la 

1m_,,. El contraste de le im-n depende de la capacidad del mlctoacoplo para 

permitir el paso de la ,.._.scenc:ia al delactor. mientras .. bloquea le luz e><Cil.aclora. La 

aenaibüldad y contraste del mlctoacopio dependen de la iluminación , le via de fOrmación 

de le• ;_. y del funcionamiento de loa compot- •le• óplicos del microacoplo. 

Un mic:roacoplo de tluoreac:encia, •• un mJcroacopk> ~ato por una porcl6n 

6ptica psa le - de im6genes almiler al mlctoacoplo de campo claro, poini 

con- en un microacoplo de lluoreaoanc:ia o epi-iluminación se._..,. de una -

de -· .... toa- ........ -. del tipo de tluoroforo a utilizar. El.,,_.,. - le ilumlnac:l6n y al conlr8ate ,,_. .. epi-Uumlnaclón .. .-16 en 

loa eo·a ..-,.,., loa iluminadores-· adlc:lonando un filln> de io1-ic:lll. La 

epi-fluorellCenCia o api-ilumlnaclón, ae logrm a trav6a de un objetivo - aitve como 

canden- y objetivo del -· et componente novedoso fue el 1..-.cir un e9pejo 
dicróico con un ~ de 1n-...ncia que refleja a 45° para la longilud de onda del 

filtro de - le cual envla en direc:d6n contraria, • la longitud de onda ,,_. al filtro 

de emisi6n, ~ndo el paso de ••ta última. 
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1980). pero también ha sido posible detectar un solo fluoroforo en condilions óptimas 

(Mathiea, 1986) y Hirschfeld detectó una moliK:ula biológica marcandon con polletilamlNI 

varios fosforos y acoplandolos • una mol6cula de lg G (Hir&ehfel. 1987) 

CURVA DEL ESPECTRO DE TRASMISIO 

DEL FILTRO BLOQUEADOR 

DM 510 

LONGITUD DE ONDA (nm) 

Flg ..... 211 Curv• - E......- de T,.namlsl6n del Fllln> pm,. FrTC 
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