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RESUMEN

Los campos electromagnéticos de extrema baja frecuencia (CM-EBF) inducen
cambios en la morfologia, en los procesos bioguimicos y en la expresion de genes
de las células cromafines de rata neonata (1-3 dias de edad). A la fecha no se
conocen los mecanismos por los cuales este tipo de campos causan las
modificaciones antes mencionadas y solamente existen teorias, relacionadas con
diferentes tipos celulares, que intentan establecer posibles mecanismos de accion
para que se lleven a cabo estos procesos. El objetivo del presente trabajo de
investigacién radica en determinar cuales genes se modifican durante |la
exposicion de las células cromafines de rata neonata a campos magneticos de
baja intensidad (0.7 mT) y compararlos con los que se modifican al tratar a dichas
células con factor de crecimiento neuronal (NGF). Para alcanzar dicho objetivo se
utilizaron dos métodos de andlisis: el Differential Display y la hibridacion de
Microarreglos de DNAc de rata. De los resultados obtenidos se concluye que: 1)
el mecanismo de diferenciacion de las células cromafines tratadas con NGF es
distinto al mecanismo inducido por CM-EBF, 2) el proceso de diferenciacion por
CM-EBF comprende un menor nimero de cambios en la expresién génica de las
células cromafines, comparado con los cambios gue se inducen cuando las
células se exponen a NGF, y 3) durante el proceso de diferenciacion de las células
cromafines la mayoria de los genes se reprimen para dar lugar al fenotipo

neuronal.




INTRODUCCION

La diferenciacién celular es el proceso por el cual una célula relativamente poco
especializada, adquiere rasgos estructuraies y funcicnales que la caracterizan en

el organismo [Smith, 2000].

Las células cromafines son un modelo de estudio en el que es posible observar el
comportamiento celular y todos aquellos cambios que se generan cuando estas
células se diferencian a células neuronales. Las células cromafines tienen el
mismc origen embrionario que las neuronas simpéticas. Durante la migracion
embprionaria las células cromafines quedaron arrestadas antes de alcanzar su
estado diferenciado final, lo que les permite continuar el proceso de diferenciacion
celular cuando se les estimuia con distintos factores. Entre estos factores se
encuentra el factor de crecimiento neuronal (NGF, por sus siglas en inglés}, los
campos eléctricos o los campos magnéticos de extrema baja frecuencia (CM-EBF)
y el cocultivan con células gliales. Las células cromafines diferenciadas presentan
numerosos cambios morfolégicos, bioquimicos y genéticos, que requieren ser

estudiados en detalle.

En la actualidad, existen diversos reportes sobre estas células cuando son
diferenciadas con factores como el NGF. En contraste, son escasos los reportes
que expliquen los cambios genéticos que se presentan en las células cromafines
cuando se diferencian con CM-EBF. El presente trabajo de investigacion tiene la

finalidad de conocer los cambios genéticos que se presentan en las células



cromafines estimuladas con CM-EBF, y su comparacién con los efectos dei NGF,
para contribuir en el entendimiento del mecanismo celuiar desencadenado por

dichos campos magnéticos.

ANTECEDENTES

DIFERENCIACION CELULAR

El numero de células de un organismo varia de una célula a cientos de trillones.
Los humanos y otros vertebrados superiores estan formados por millones de
células, pero Unicamente por aproximadamente 200 tipos celulares diferentes. En
todos los organismos cada tipo celular esta definido por su morfologia, funcion y
caracteristicas moleculares propias. Dos células pueden tener el mismo tipo
celular pero presentan distinto origen embrionario, o bien pueden alcanzar el
mismo estado diferenciado a través de diversos mecanismos de determinacién

celular [Kalthoff, 2001].

La especializacion celular se alcanza en el estado maduro de las células y se
conoce como estado diferenciado. Una célula diferenciada es generaimente
estable y la mayoria no sufre transformaciones a otro tipo celular durante el
desarrollo normal. El proceso por el cual una celula relativamente no
especializada adquiere propiedades estructurales y/o funcionales, particulares de
las células, ios tejidos o les drganos de un ser maduro (o bien de alguna otra fase
relativamente estable durante la vida del organismo), se conoce como

diferenciacion celular [Kalthoff, 2001].



La diferenciacion ocurre iniciaimente durante la histogénesis a través de un
proceso secuencial, cuando los tejidos asumen su especialidad, y continua a lo
largo de la vida del organismo en donde algunas células son remplazadas
continuamente por otras nuevas, dependiendo de los requenmientos particulares

de cada tejido [Kalthoff, 2001].

Muchas células diferenciadas son altamente especializadas y dependen unas de
otras para su mantenimiento, de tal manera que el estado diferenciado de un tipo
celular depende del estado diferenciado de otras células. Durante la vida adulta,
las nuevas células diferenciadas se producen de las células madre [Kalthoff,

2001].

Las principales caracteristicas del proceso de diferenciacién celular se resumen en
éste principio: los organismos multicelulares desarrollan un numero limitado de
diferentes tipos celulares que son generalmente estables una vez que han madurado. Este
principio se aplica a los organismos multicelulares y es basico para el

entendimiento del desarrollo [Kalthoff, 2001].

Las distintas clases de células en un organismo multicelular difieren
considerablemente tanto en estructura como en funcidn. Por egjemplo, si
comparamos una neurona con un linfocito, las diferencias son tan extremas que es
dificil imaginar que contienen el mismo genoma. Por esta razoén, y debido a que la
diferenciacion celular es a menudo irreversible, originalmente se suponia que los

genes debian perderse selectivamente cuando se diferenciaba una célula. Sin



embargo, ahora sabemos que la diferenciacion celular depende generalmente de
los cambios en la expresién de genes mas que de algin cambio en la secuencia

de nucledtidos del genoma de la célula [Alberts y cols., 2002].

CONTROL DE LA DIFERENCIACION CELULAR

El incremento en el tamafo celular, la proliferacién, la diferenciacion y la
apoptosis, son comportamientos viables que todas las células, que no estan
terminalmente diferenciadas, presentan. Generalmente se asume que en
cualquier célula hay una conexién importante entre la regulacion, el crecimiento, ia
proliferacion y la diferenciacion celular, a pesar de que cada proceso parece ser
independiente uno del otro. Muchas células que comienzan a diferenciarse y
adquieren funciones especializadas dejan de dividirse, y se mueven a [a fase GO
del ciclo celular, perdiendo la capacidad de dividirse posteriormente. Esto nos
hace suponer que si existe una conexion entre diferenciacién, cesacion de la
proliferacion y entrada a GO, pero esta conexién no obliga a la célula a decidir
entre proliferar o diferenciarse, es decir puede realizar unc de los dos proceso de

manera relativamente independiente del otro [Brown y cols., 2003].

La relacién directa entre proliferacion celular y diferenciacion aun no se establece.
Sin embargo, se ha sugerido que la remodelacion de Ia cromatina durante los
ciclos celulares facilita que las células adquieran caracteristicas de estados

diferenciados, lo que podria indicar que las divisiones celulares durante la




maduracién pueden ser esenciales para la diferenciacion exitosa [Brown y cols.,

2003).

Con esto podemos decir que para que una célula pueda diferenciarse, se requiere
tanto de mecanismos de control en la proliferacion y/o en el crecimiento, como del

control en la expresion de genes.

CONTROL DEL CRECIMIENTO CELULAR

Las células responden a los factores que promueven el crecimiento de dos formas:
replicando sus cromosomas o incrementando la expresion de genes para formar
nuevas proteinas. La replicacion de cromosomas requiere de la produccion de
nuevo DNA, mientras que la expresion de genes requiere de la sintesis de nuevo
RNA. En ambos casos se requiere un incremento en la produccion de nucledtidos

[Whitmarsh y Davis, 2000].

Los factores de crecimiento se unen a receptores especificos en la superficie
celular, desencadenando cascadas de sefiales celulares. Una de estas cascadas
incrementa la actividad enzimatica de la proteina cinasa activada por mitdgenos
(MAP), y requiere de la activacion de cinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERK) para el crecimiento celular. En respuesta a las sefiales de crecimiento, las
cinasas MAP y ERK controlan la sintesis de nucledtidos para la produccion de
DNA y RNA. Esto lo hacen regulando directamente la actividad de la enzima
carbamil-fosfato-sintetasa Il (CPSII), la cual cataliza el paso inicial y limitante en la

sintesis de nucleodtidos [Whitmarsh y Davis, 2000].




Graves y colaboradores en el 2000 reportaron que la actividad de CPSIl se
incrementa después de que las células se exponen al factor de crecimiento
epidermal, o si se incuba con las cinasas MAP y ERK in vitro. ERK y MAP
catalizan la union de grupos fosfato en la treonina 456 de CPSII, alterando su
conformaciéon e incrementando su actividad en la presencia del fosforibosil-

pircfosfato.

Otro mecanismo por el cual las cinasas ERK y MAP regulan el crecimiento celular,
es modificando los factores de transcripcion. Dichas cinasas fosforilan un grupo
de factores de transcripcion, los cuales encienden a los genes de respuesta
primaria requeridos para el crecimiento celular. Los factores de transcripcion
fosforilados incrementan el indice de transcripcion de los genes, los cuales a su
vez incrementan la sintesis de proteinas necesarias para que la célula crezca.
ERK y MAP también favorecen la transcripcion regulando la estructura de la
cromatina. Las células que pierden a la enzima Rsk-2, la cual es activada por
MAP, no pueden fosforiiar a la histona H-3 y la cromatina no se puede
descondensar impidiendo que los factores de transcripcion actien sobre el DNA

{Whitmarsh y Davis, 20CC].

Las cinasas ERK y MAP participan también durante la traduccion del RNAm. La
activacién de ERK y MAP aumenta la traduccion al incrementar [a habilidad del

factor-4E de iniciacion de la traduccion en eucariontes (elF-4E) para reclutar



ribosomas que sintetizan proteinas, asi como otros factores necesarios para iniciar

la sintesis de proteinas [Whitmarsh y Davis, 2000].

Finalmente, el crecimiento celular en si mismo, es influenciado por ERK'y MAP. El
crecimiento esta altamente controlado por la actividad de la familia de cinasas
dependientes de ciclinas (CDK). La sintesis de la ciclina D1 y su ensamble con
Cdk4, es un paso limitante del crecimiento. La activacion de las cascadas
reguladas por MAP y ERK incrementa la transcripcion del gen de la ciclina D1,
facilitando la formacion del complejo D1-Cdk4. Este complejo fosforila e inactiva la
proteina de retinoblastoma represora de crecimiento, y la inactivacién detiene la
inhibicién del factor de transcripcion E2F, el cual puede incrementar la
transcripcion de genes que promueven el crecimiento y la replicacion del DNA

[Whitmarsh y Davis, 2000].

CONTROL DE LA EXPRESION DE GENES

En eucariontes, la transcripcion de un gen es controlada generalmente por
combinaciones de proteinas reguladoras de genes. Se piensa que cada tipo de
célula de un organismo eucaridtico superior contiene una combinacion especifica
de proteinas reguladoras de genes gue aseguran la expresion de solo aquellos
genes apropiados para ese tipo de célula. Una proteina reguladora de un gen
determinado puede estar activa en una variedad de circunstancias y tipicamente

participa en la regulacién de muchos genes [Alberts y cols., 2002].



Los genes estan regulados en muitiples niveles (Figura 1), entre los cuales
predomina el control de la iniciacién de la transcripcién (control transcripcional).
Empero, algunos genes son transcritos en niveles constantes y se encienden o se
apagan solamente por procesos regulatorios post transcripcionales. Estos
procesos incluyen: 1) elongacién transcripcional; 2) atenuacion del transcrito de
RNA por su terminacion prematura; 3) seleccion del RNA por corte-empalme
alternativo; 4) control del extremo 3’ por corte o poliadenilacién; 5) edicion del
RNA; 6) control del transporte del nucleo al citosol; 7) localizacion de los RNAs
mensajeros en determinadas partes de las células; 8) control de la iniciacion de la
traduccion; 9) regulacion traduccional; y 10) degradacion regulada del RNAm

[Alberts y cols., 2002; Carey y Smale, 2000].
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Figura 1. Seis pasos en los cuales la expresion genética en eucariontes puede ser regulada [Alberts y cols.,
2002; Carey y Smale, 2000].

Estos mecanismos se utilizan de diversas formas para regular ciertas clases de
genes. Algunos genes son regulados solamente por uno de estos mecanismos
alternativos, y muchos otros genes son regulados por una combinacion de
mecanismos. Dentro de los mecanismos de reguiacion se encuentra la estabilidad

del RNAm, la cual varia ampliamente en células de mamiferos con vidas medias




entre los 15 minutos (RNAmM de c-fos) a 10 horas (RNAm de B-actina). Debido a la
variacion en la estabilidad de los RNAm no es sorprendente que el proceso de
degradacion esta altamente regulado y contribuye a la regulacion genética. Asi, la
estabilidad diferencial del RNAm es el mecanismo primario para regular un gran
nimero de genes. En algunos casos, la estabilidad del RNAm se regula de
manera conjunta con la iniciacién de la transcripcion. La estabilidad del RNAmM
esta directamente relacionada con la degradacion del mismeo [Carey y Smale,

2000].

Las rutas de degradacion de RNAm tipicos en eucariontes no estan definidas en
detalle. Se sabe que uno de los mecanismos basicos de degradacion es la
deadenilacion, posiblemente responsable de la degradacién pasiva y reguiada de
la mayoria de los RNAm. Otros RNAm son degradados por rutas deadenilacion
independientes. En la deadenilacion-dependiente se acorta la cola de poli-
Adeninas del RNAm en direccién 3'-5'por ribonucleasas (deadenilatonucleasa en
mamiferos). El acortamiento de la cola de poli-A parece tener lugar en el
citoplasma. Después del corte de adeninas, la pirofosfatasa especifica remueve ia
estructura 7-metil-guancsina que se encuentra en el extremo 5 del RNAm. Al
eliminarse esta estructura, el RNAm en el citoplasma es susceptible a
exonucleasas, las cuales completan el proceso de degradacién [Carey y Smale,

2000].

10



Por otro lado, el corte endonucledlitico del RNAm, o la terminacién prematura de la
transcripcion, puede promover la degradacion del RNAm via deadenilacion-
independiente. Los elementos de respuesta ricos en Adeninas-Uracilos (AU),
contribuyen en la reduccion del tiempo de vida media de varios RNAm de
respuesta temprana. Estos elementos de respuesta contienen la secuencia
AUUUA, secuencia multicopia presente en las regiones 3 no traducibles del
RNAmM. Los elementos de respuesta AU contribuyen a la inestabilidad del RNAm
y son capaces de desestabilizar RNAm heter6logos que contienen dichas

secuencias AU [Carey y Smale, 2000].

A pesar de que la transcripcién esta regulada generalmente durante la iniciacion,
hay genes que se regulan durante la elongacién. A la fecha, los determinantes
especificos del indice de elongacién no se han establecido, pero numerosos
estudios en procariontes y eucariontes revelan que la elongacion es un proceso
complicado y dinamico que puede ser influenciado por componentes del complejo
ternario, por la conformaciéon del complejo unido a proteinas y nucleosomas
cercanos al transcrito naciente, o por las estructuras primarias y secundarias del

templado y el transcrito [Carey y Smale, 2000].

Todos estos determinantes tienen el potencial de incrementar o reducir el indice
de elongacioén al detener, amrestar o terminar la actividad de la polimerasa. La
detencién de la polimerasa se define como un cesamiento reversible de la
elongacién por un periodo de tiempo definido. El arresto es similar a la detencion,

pero las moléculas de polimerasa arrestadas no pueden continuar a menos que

1




los factores suplementarios se agreguen. La gran cantidad de determinantes en el
indice de elongacién sugieren diferentes mecanismos de regulacion genetica

durante éste proceso [Carey y Smale, 2000].

Finalmente, el corte-empalme diferencial del pre RNAm y la poliadenilacion, son
mecanismos reguladores en su mayoria implicados en generar proteinas
relacionadas pero funcionaimente distintas. El corte-empalme del RNAm se
realiza con un alto grado de precisién debido a que si se comete un error y un
nucledtido extra se remueve 0 se agrega, se genera un cambio completo en el
marco de lectura. Una vez que cambia el marco de lectura, se producen nuevos
codones generando una secuencia de amino acidos totalmente diferente, la cual

puede ser no funcional [Pandit y Li, 2004].

Bajo diferentes condiciones o hien distintos tipos celulares, el coﬁe-empalme del
pre RNAmM para muchas proteinas da origen a transcritos alternos que codifican
para proteinas relacionadas pero no idénticas en el tejido. El corte-empalme
alternativo proporciona un mecanismo para producir una amplia variedad de
proteinas a partir de un numero reducido de genes. Es asi que estos
mecanismos, ademas del transporte nucleocitoplasmatico del RNAmM, contribuyen
a la regulacién de una gran cantidad de genes, en donde el corte-empalme parece

ser el mas comun de ellos [Carey y Smale, 2000; Pandit y Li, 2004].
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FACTORES DE DIFERENCIACION

En un organismo multicelular la mayoria de las células especializadas son
capaces de alterar el patron de expresion de sus genes en respuesta a claves
ambientales internas, entre las que se encuentran las homonas y los morfogenos,
y a claves ambientales externas, como la luz, las radiaciones, |la gravedad y los
campos magnéticos. A la fecha, los mecanismos por los cuales las calves
ambientales intemas modifican a las células, son los mas conocidos. Por el
contrario, hoy en dia sabemos poco de los mecanismos generados por las claves

ambientales extemas.

A continuacion se habia de las principales caracteristicas de dichas claves, con la

finalidad de hacer notar las diferencias que existen entre ambos tipos.

FACTORES CELULARES INTERNOS
Dentro de los factores internos de mayor interés para el presente trabajo se

encuentran los factores neurotréficos, de los cuales se habla a continuacion.

L.a familia de neurotrofinas o de factores neurotréficos incluye el NGF, el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus sigias en inglés), la neurotrofina
3 (NT-3) y la neurotrofina 4/5 (NT-4/5). Estos factores neurotroficos son cruciales
no solo para la regulacién y la diferenciacion celular durante el desarmoilo, sino
también para la sobre vivencia de diversas poblaciones neuronales en animaies

adultos. Las neurotrofinas nermalmente funcionan interactuando con los
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receptores de alta afinidad a la proteina tirocina cinasa (Trk, por sus siglas en
inglés) TrkA, TrkB y TrkC. Cada una de las neurotrofinas se une especificamente
a su receptor Trk. El NGF se une a TrkA, mientras que el BDNF y la NT-4/5
interactian con TrkB, mientras que la NT-3 generalmente lo hace con el receptor
TrkC, pero también puede interactuar con TrkA y TrkB [Dechant y Neumann,

2002].

Todas las neurotrofinas pueden unirse al receptor de neurotrofinas de baja
afinidad p75, el cual parece ser importante para potenciar la especificidad de los
receptores Trk. Los efectos bioldgicos de las neurotrofinas estan regulados por
las sefiales en si de los receptores Trk, o por la coactivacion de los receptores Trk
y p75. La activacién de los receptores conlleva a la activacion de distintos tipos de
proteinas cinasas y una cascada de eventos intracelulares {Chan y cols., 2003,

Dechant y Neumann, 2002].

Los hallazgos sobre los factores de crecimiento y sus receptores, han servido para
que se utilicen dichos receptores como marcadores de diferenciacion de tumores
del sistema nervioso simpatico en nifios. Como ejemplo se encuentra el gen del
factor del crecimiento parecido a la insulina 2 (IGF2), el cual tienen una alta
expresion en el tejido simpatico normal, especificamente en las células SIF y en
las células cromafines extraadrenales en el paraganglio, y no se expresa en las
neuronas simpaticas. Este gen se ha encontrado en una subpoblacion de células

del neuroblastoma con caracteristicas histolégicas de células SIF, sugiriendo que
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dicho tumor infantil se origina del linaje de las células paraganglionicas/SIF

[Hedborg y cols., 1995].

En animales adultos, las neurotrofinas son sintetizadas en una forma actividad-
dependiente por las neuronas centrales y se liberan durante la despolarizacion.
Las neurotrofinas también pueden moduiar la eficacia de las transmisiones
sinapticas regulando positivamente la sintesis y liberacién de mas neurotrofinas.
Tanto en animales en desarrollo como en animales adultos, los efectos de las
neurotrofinas a largo plazo estan implicados en distintas funciones: estructuracion
axonal y dendritica, control de la muerte celular inducida, diferenciacion fenotipica

y regulacion del precursor de {a proliferacion y neurogénesis [Chan y cols., 2003].

Debido a la abundancia relativa del NGF, éste fue el primer factor neurotréfico en
ser aislado y caracterizado a partir de la glandula salival del raton [Levi-Montalcini
y Hamburger, 1953]. EI NGF es un factor neurotréfico de 26 KDa capaz de regular
una variedad de respuestas bioldgicas. En condiciones normales, los niveles
séricos del NGF son bajos, lo que sugiere que es un factor sintetizado en su sitio
de accion. Actua como un factor de sobre vivencia para las neuronas simpaticas y
sensoriales, tanto in vivo como en cultivo, y puede actuar también como

quimioatractante [Ross y cols., 1991].

Ademas, el NGF es un factor de diferenciacion de células PC12, neuroblastomas,
neuronas periféricas fetales, neuronas colinérgicas fetales, y células cromafines.

Los 6rganos inervados proporcionan una fuente de NGF para las neuronas
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dependientes de NGF y durante el desarrollo, y [a competencia por el NGF regula
la muerte celular neuronal. A pesar de que el NGF fue nombrado factor de
crecimiento, su papel como mitégeno es limitado y hay pocas evidencias de su
papel mitégeno in vivo. Algunas cepas de células PC12 cesan de dividirse cuando
se les expone a NGF, a pesar de que otras cepas crecen continuamente en
respuesta al NGF antes de que alcancen un estado diferenciado [Ross y cols.,

1991].

La respuesta morfolégica al NGF de algunos tipos celulares, entre ellas las celulas
cromafines, estd bien documentada y esto ha fomentado la busqueda de
receptores especificos para NGF en células simpatoadrenaies. Receptores como
el TrkA se han identificado en las subpoblaciones de células cromafines
adrenérgicas y en las neuronas negativas a 6xido nitrico sintetasa. Se conoce que
las neuronas intraadrenales y todas las células cromafines expresan también p57.
Los receptores neurotréficos se expresan de manera caracteristica en cada uno

de ios tipos de las células de {a glandula adrenal [Langley y Grant, 1999].

Por otro lado, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas en
inglés) es otro factor tréfico que promueve la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas [Hamanoue y cols., 1996] y coopera con el NGF potenciando la
supervivencia de las neuronas del ganglio dorsal al mismo tiempo que promueve
el crecimiento de los axones de éstas neuronas in vitro [Maina y cols., 1998]. Otro

factor que contribuye en el desarrollo de las neuronas noradrenérgicas penféricas
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es el factor neurotréfico de la linea de células gliales (GDNF) [Granholm y cols.,

1997].

FACTORES AMBIENTALES INTERNOS

El entomo celular juega un papel muy importante en la regulacion del
comportamiento celular. Un claro ejemplo de ellos son las células cromafines, las
cuales durante las fases iniciales de su migracion de la cresta neural por sefiales
derivadas de la notocorda y el tubo neural ventral, son arrestadas por el ambiente
que las circunda (principalmente por los glucocorticoides) y detienen su proceso
de diferenciacion, lo que les permite desempefar un papel endocrino en el

organismo.

Los resuitados experimentales indican que la ausencia de glucocorticoides lleva a
las células simpatoadrenales a diferenciarse en neuronas simpaticas dependientes
de NGF. Reportes previos han concluido que los niveles relativos de NGF y de
glucocorticoides determinan el estado de las células simpatoadrenales y la
expresion de ciertas proteinas que producen [Doupe y cols., 1985; Unsicker y
cols., 1989]. Esta hipétesis parece ser logica debido a los altos niveles de
glucocorticoides secretados por la corteza adrenal que rodea a las células
cromafines de la médula. No obstante, este punto ha sido cuestionado

recientemente.

En 1999 Finotto y colaboradores generaron un ratén que no expresa el gen que

codifica para la produccién de glucocorticoides y presentaron por vez primera

17



evidencia de que éstos no son indispensables para mantener e! estado
diferenciado de las células cromafines. Los ratones recién nacidos deficientes en
glucocorticoides presentaron un ndmerc normal de células cromafines que son
indistinguibles ultra estructuralmente de las células cromafines de la cepa
silvestre, y se distinguen claramente de las neuronas simpaticas. Las celulas
expresan TH y otros marcadores como Phox2 y pierden los marcadores
neuronales como los neurofilamentos. Dichos ratones también dejan de expresar
PNMT y adrenalina. Estos datos sugieren que las sefiales de glucocorticoides
mediadas por los receptores a los mismos, no son un prerrequisito absoluto para

el desarrolio de las células cromafines [Schober y cols., 2000].

Sin embargo, se ha demostrado gque los glucocorticoides regulan el nivel de
expresién de varias proteinas en los distintos tipos de células simpatoadrenales.
Esto incluye el contenido de los gréanulos de las neuronas simpaticas y de las
células cromafines [Henion y Landis, 1992] y componentes de membrana de los

granulos como los transportadores de aminas [Wakade y cols., 1996].

En suma, se ha comprobado que los glucocorticoides regulan negativamente la
expresion de proteinas implicadas en la exocitosis o en la plasticidad morfoidgica
de las células cromafines y de las neuronas simpaticas. Si los glucocorticoides
pueden regular ciertas proteinas que son expresadas diferencialmente en las
subpoblaciones de las células cromafines, entonces es posible que grupos
separados de cromoblastos, con diferentes sensibilidades a los glucocorticoides o

con distinta expresion de receptores a factores tréficos, estén presentes en el
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blastoma antes de la migracién hacia el primordium adrenal y que esto origine los

dos principales tipos de células cromafines adrenales [Cole y cols., 1995].

La razén de la expresion de los receptores de glucocoerticoides en las celulas
cromafines, se desconoce hasta el momento. Se sabe que los reguiadores
positivos y negativos de los diferentes constituyentes moleculares de las
subpoblaciones de células cromafines deben estar expresados diferencialmente y
ser regulados a su vez por ellos mismos. Pese a esto, las observaciones de que
los cromoblastos de la periferia de los agregados celulares de la médula adrenal
embrionaria se diferencian en células adrenérgicas tipicas que mantienen |os
niveles de TH y PNMT, mientras que las células en el centro de dichos agregados
permanecen como células noradrenérgicas, sugieren gque las concentraciones
locales de factores ambientales pueden ser importantes para la diferenciacion de

fas células simpatoadrenales [Leon y cols., 1992].

En conjunto, todos los datos anteriores sugieren que existe un control fino de ia
expresién genética de las células simpatoadrenales directamente relacionado con
el ambiente que las rodea. Este control genético conlleva al fenotipo caracteristico
de cada una de las células que derivan de este linaje y puede ser reguiado por

factores tanto internos como extemos a las células.

Particularmente, las células cromafines se diferencian a células fipo neuronas
tanto con facteres intemaos como con factores externos. Entre los factores intemos

que inducen diferenciacion en las celuias cromafines esta el NGF (cuyo efecto ha
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sido bien estudiado en estas células asi como en la linea celutar PC12), y el FGF.
Se sabe también que el cocultivo celular con células glioma C6, los campos
eléctricos, el acido retindico, la estimulacion con el oncogen v-src y los campaos
magnéticos de extrema baja frecuencia (CM-EBF), inducen diferenciacion celular
cromafin [Alema y cols., 1985; Cosgaya y cols., 1996, Damon y cols., 1990;

Drucker-Colin y cols., 1994; Eveleth y cols., 1989; Rausch y cols., 1989].

FACTORES AMBIENTALES EXTERNOS
En esta seccion se habiara particularmente de los campos magnéticos, dado que
constituyen el factor ambiental extemo de interés para el presente trabajo de

investigacion.

CAMPOS MAGNETICOS

La region del espacio que rodea una carga movil incluye un campo magnético
ademas de un campo eléctrico. La relacidon entre magnetismo y electricidad fue
descubierta en 1819 por Christian Oersted. Poco después André Ampére formulo
leyes cuantitativas para calcular la fuerza magnética entre conductores por los que
circula corriente y sugirio que lazos de corriente eléctrica de tamafio molecular son
responsables de todos los fendmenos magnéticos. Posteriormente en la década
de 1820, Faraday y Henry, por separado, demostraron que un campo magnético
produce un campo eiéctrico, y afios después Maxwell mostré que un campo
electrico variable origina un campo magnético. Un campo magnético también

rodea a cualquier sustancia magnética [Serway, 1999].
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Con el fin de describir cualquier tipo de campo, debemos definir su magnitud, o

intensidad, y su direccién. La direcciébn del campo magnético en cualquier

posicion esta en la direccion hacia la cual apunta el polo norte de la aguja de una

brijula en esa posicion. Podemos definir un campo magnético en algun punto en

el espacio en términos de fuerza magnética ejercida sobre un objeto de prueba

apropiado. Nuestro objeto de prueba es una particula cargada que se mueve con

una velocidad. Los experimentos acerca del movimiento de diversas particulas

cargadas en un campo magnético brindan los siguientes resultados, de acuerdo a

Serway (1999):

La magnitud de la fuerza magnética es proporcional a la carga y a la velocidad
de la particula.

La magnitud y la direccion de la fuerza magnética depende de la velocidad de
la particula y de la magnitud y direccidon del campo magnético.

Cuando la particula cargada se mueve paralela al vector de campo magnético,
la fuerza magnética sobre la carga es cero.

La fuerza magneética sobre una carga positiva esta en la direccion opuesta a la
direccion de la fuerza sobre una carga negativa que se mueve en la misma
direccion.

El campo magnético se define en términos de una fuerza lateral que actua
sobre una particula cargada movil.

Un campo magnético estatico cambia ia direccion de la velocidad pero no

afecta la velocidad o la energia cinética de una particula cargada.
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Los campos magnéticos presentan dos componentes, uno magnético y uno
electrico. La unidad del componente magnético es el weber por metro cuadrado
(Wb/m?) llamada también tesla (T), o pueden ser los gauss (G), que se relacionan
con la tesla por medic de {a conversion 1T = 10°G. El componente eléctrico se
mide en volts por metro (V/m). El componente eléctrico puede ser detenido por
materiales conductores, mientras que el campo magnético penetra facilmente la
mayoria de los materiales st perder su intensidad. Los campos magnéticos son
directamente proporcionales al flujo de corriente en el conductor y decrecen
réapidamente en magnitud con la distancia de su fuente [Lacy-Hulbert y cols.,
1998]. La intensidad horizontal de un campo magnético depende entonces de su

fuente y de la distancia de ésta [Cameron y cols., 1993].

La fuerza magnetica terrestre presenta un campo magnético estdtico, mientras
que los campos magnéticos generados por el flujo de corriente, utilizada por
aparatos electrodomésticos o de oficinas, son de tipo fluctuante. Los campos
magneéticos generados por equipos eléctricos son mucho mayores que aquellos
que ocurren naturalmente y su permanencia ambiental es consecuencia del
desarrollo tecnolégico de la segunda mitad del siglo XX [Lacy-Hulbert y cols.,

1998].

Por su frecuencia, los campos magnéticos se clasifican en alta, baja y extrema
baja frecuencia (Figura 2). Se denominan campos magnéticos de afta frecuencia
cuando flucttan con frecuencias mayores de 200 Hertz (Hz, unidad de frecuencia);

se habla de campos magnéticos de baja frecuencia cuando se originan de
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frecuencias mayores a los 100 Hz; y finalmente, los campos magnéticos se
clasifican en campos de extrema baja frecuencia cuando tienen frecuencias

menores a los 100 Hz [Lacy-Hulbert y cols., 1998].

TELEFONOS
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Figura 2. Espectro electromagnético [Moudler, 1998; Lacy-Hulbert y cols., 1998].

Diversas fuentes ambientales producen campos magnéticos de baja frecuencia,
pero la mayoria de la gente estd expuesta, por periodos sostenidos, a campos
magnéticos de extrema baja frecuencia (CM-EBF) generados por los aparatos
eléctricos [Cameron y cois., 1993]. Asi, los campos magnéticos fluctuantes son de
gran interés cientifico por su interaccién directa con los seres vivos y su posible
participacion en algunos padecimientos [Miki y cols., 1899; Tagiefia y Martina,

1988].
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Los campos magnéticos ejercen fuerzas sobre las particulas magnéticas y los
iones en movimiento, mientras que los campos eléctricos lo hacen unicamente
sobre los [ones; éste tipo de fuerzas pueden estar implicadas en el mecanismo de
accion de los campos magnéticos. En general, los campos electromagnéticos
pueden afectar las reacciones bioquimicas y el comportamiento de las moléculas

cargadas cercanas a la membrana [Levin, 2003].

Varios modelos hipotéticos se han propuesto para explicar el mecanismo de
interaccion de los campos electromagnéticos con los sistemas bioloégicos, como
son la induccién de corrientes eléctricas por la aceleracion de iocnes generando
campos eléctricos en moléculas conductoras, ejerciendo fuerza scbre los
acarreadores durante el movimiento de cargas, presionando los dipolos
magneticos permanentes y las particulas diamagnéticas no esféricas (los campos
magneticos homogéneos), distorsionan los &ngulos de enlace (afectando Ia unién
de proteinas y la sintesis de macromoléculas), generan interacciones resonantes
que comprenden vibraciones dirigidas o transiciones orbitales en biomoiéculas,
propiciando reacciones bioquimicas en las que participan radicales libres, y
finalmente, cambiando el nivel de protones circundantes a las bases del DNA o
interaccionando directamente en el movimiento de electrones del DNA [Levin,

2003; Czyz y cols., 2004].

Se sugiere también que los campos oscilantes externos generan fuerzas
vibratorias en los iones libres de la superficie celular y distorsionan su entrada a

traveés de canales electro sensibles de la membrana plasmatica [Czyz y cols.,

24



2004]). Se ha sugerido también que un tipo de fotones pueden afectar la estructura
de moléculas estables como el DNA [Levin, 2003]. Otros reportes sugieren que
los campos electromagnéticos no tienen efecto genotoxico, pero pueden participar
en procesos cancerigenos alterando el balance entre proliferacion y muerte celular
(probablemente interviniendo en la transduccién de sefales celulares alterando la
concentraciéon y el transporte de calcio intracelular); un incremento en la
proliferacion y/o en la inhibicién de la apoptosis, puede explicar el efecto tumoral

de los campos electromagnéticos [Pirozzoly y cols., 2003].

El sitio de interaccién de los campos electromagnéticos se desconoce, pero se ha
propuesto que la membrana celular y el DNA son sitios blancos [Bauréus y cols.,
2003]. Hoy en dia se sabe que los CM-EBF producen cambios en los niveles
hormonales de los organismos, modifican las cargas ionicas de la membrana
celular, tienen efecto sobre la traduccion del RNA, criginan alteraciones en el
desarrollo celular y, participan en la regeneracién nerviosa y en la diferenciacion
celular [Drucker-Colin y cols., 1994; Goodman y cols., 1993, Phillips, 1993; Phillips
y cols., 1991; Valverg y cols., 1997]. Sin embargo, a la fecha se desconoce cual
de estos efectos es mas relevante en los sistemas biolégicos, o ain mas, cudl de

todos ellos es el responsable de los cambios celulares observados.

Estudios epidemiologicos han concluido que la exposicion residencial a campos
magnéticos de alta frecuencia aumenta la incidencia de leucemias
(particularmente en nifios), de linfomas, de melanomas y de cancer de pulmon.

Ademas se relacionan con aiteraciones en el desarrollo embrionario, aumento en
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el numero de abortos espontaneos, con alteraciones en la formacion de huesos y
con la supresion de la produccién de melatonina. A la fecha no se ha podido
demostrar la relacién biolégica entre los campos magneticos y los padecimientos
antes mencionados por el reducido numero de muestras y por la falta de
parametros especificos de exposicion como referencia [Czerske y cols., 1991;
Delgado y cols., 1982; Huuskonen y cols., 1998; Lacy-Hulbert y cols., 1998; Tao y

Henderson, 1999].

De la misma manera se han observado efectos no dafinos de los campos
magneticos sobre la salud humana, motivo por el cual se han empleado en clinica
para el tratamiento de varios padecimientos. La terapia con CM-EBF se ha
utilizado para tratar fracturas, para la regeneracion neural, la tendinitis, las
fusiones espinales y para la necrosis avascular. Cabe mencionar que la respuesta
clinica no es inmediata, en algunos casos se requiere de un tratamiento diario
durante algunos meses [Félix y cols., 1974; Jacobson, 1994; Lacy-Hulbert y cols.,

1988; Pilla, 1999, Sisken y cols., 1990].

LAS CELULAS CROMAFINES, UN MODELO DE DIFERENCIACION

CELULAR

En los mamiferos las células derivan de un precursor totipotencial temprano del
btastocisto, el cual es llamade céluia madre embrionaria. Posteriormente, durante
la gastrulacion estas células madre segregan las hojas germinales denominadas:

ectodermo, mesodermo y endodermo. Graduaimente, estos precursores
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maduraran en células madre somaticas especificas de drganos y tejidos y tendran

destinos distintos [Vescovi y cols., 2002].

Asi, el endodermo formara un tube, el primordio del tracto digestivo, desde la boca
hasta el ano y sera tambien el precursor de muchas de ias glandulas asociadas al
aparato digestivo. El mesodermo por su parte, dara origen a los elementos
fibrosos y musculares que actuan como soporte del organismo. Y finaimente, la
capa del ectodermo cubrira el embrién, dando lugar a la epidermis y a la totalidad

del sistema nervioso [Alberts y cols., 2002; Vescovi y cols., 2002].

Se sabe que el ambiente que rodea a la cresta neural, durante o después de la
migracion celular, es critico para la determinacion del fenotipo final de dichas
células. Sila cresta consiste de poblaciones celulares heterogéneas, cada una
dingida a wun estado Unico, ambientes distintos podréan seleccionar
diferencialmente la supervivencia de éstos precursores. De manera altemativa, si
algunas o todas las células de la cresta son inicialmente capaces de expresar
varios fenotipos alternativos, entonces los distintos ambientes podran influenciar ia

eleccion de un estado diferenciado particular [Anderson y Axel, 1985].

Una decision del desarrollo de la cresta neural que muestra la importancia del

ambiente, es la eleccion entre un fenotipo endocrino y uno neuronal (Figura 3).
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Figura 3. Diferenciacion de las células de la cresta neural hacia neurcnas simpéticas y células cromafines
[Gilbert, 2000].

Las células adrenérgicas endocrinas, o células cromafines, de la médula adrenal y
las neuronas noradrenérgicas, del ganglio simpatico paravertebral, derivan de la
region simpatoadrenal de la cresta neural. Las células cromafines de !a médula
adrenal durante su ruta migratoria y en la aorta dorsal, se ven expuestas a
factores, en particular a miembros de las proteinas morfogenéticas de hueso
(BMPs, por sus siglas en inglés), que inducen la capacidad de sintetizar
catecolaminas. Estas células constituyen el linaje celular simpatoadrenal (SA)

[Langley y Grant, 1999].

Los progenitores del SA migran de diversos puntos en el adulto con poblaciones
mayores en el ganglio simpatico y en la glandula adrenal, y con poblaciones
menores en el cuerpo carotideo y en el paraganglio. El linaje comprende
neuronas, principalmente concentradas en el ganglio simpatico (aunque algunas

estan localizadas en la glandula adrenal), y varios tipos de células cromafines,
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incluyendo las células pequefas de intensa fluorescencia (SIF) [Kobayoshi y

Coupland, 1993].

Las células cromafines SIF extraadrenales, con un fenotipo intermedio entre el de
las neuronas y el de las células cromafines, parece desarrollarse mas temprano
que las células cromafines y realizan un papei distinto en ciertas especies,
particularmente durante ia vida fetal tardia y el nacimiento. En éste periodo, las

células SIF son la mayor fuente de catecolaminas [Hervoneny cols., 1985].

La diferenciacion de precursores simpatcadrenales en neuronas del sistema
simpatico y en células cromafines, refleja los requerimientos fisiolégicos en los
diferentes niveles del desarrollo y de la madurez celular [Hervonen y cols., 1985].
La diferenciacion y la maduracion de neuronas precede a la de las células
cromafines, ias cuales presentan cambios dramaticos durante la dltima semana
prenatal de la vida embricnaria en respuesta a los factores tejide especificos
secretados y dichos cambios contindian hasta los primeros dias del nacimiento. La
actividad funcional completa de las células cromafines probablemente coincide
con la adquisicion de su fenotipo definitivo en términos de neurotransmisores,

proteinas secretadas y proteinas asociadas a exocitosis [Hervonen y cols., 1985].

El marcador mas ampliamente usado para el monitoreo de diferenciacion
adrenéergica es la tirosina hidroxilasa (TH), la enzima catalizadora del paso
limitante en la sintesis de catecolaminas [Schober y cols., 2000]. EI témino

adrenérgico literalmente delinea la capacidad de las células SA para sintetizar
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adrenalina, pero en el presente trabajo se utiliza para definir células que sintetizan

adrenalina y noradrenalina [Kobayashi y cols., 1893].

En las células simpatoadrenales, el ambiente embrionario de la cresta
adrenomedular parece inducir el fenotipo cromafin de las células que migran
dentro de él. El efecto del ambiente sobre la decision simpatoadrenal
aparentemente no influye solamente en el desarrollo, sino también en la
plasticidad de los derivados completamente diferenciades. Es asi como las
células cromafines, a pesar de que expresan un fenctipo endocrino diferencial
terminal, mantienen la capacidad de diferenciarse a neuronas en ausencia de
sintesis de DNA, cuando se cultivan en la presencia del NGF [Anderson y Axel,

1985; Unsicker y cols., 1978] o de CM-EBF [Drucker-Colin y cols., 1894].

Las células que contienen noradrenaiina fluorescen mas intensamente que las
células adrenérgicas después de dicho tratamiento. Las proporciones relativas de
adrenalina y noradrenalina de las células cromafines pueden variar
considerablemente entre especies, pero generalmente las céluias adrenergicas
predominan. Las células adrenérgicas expresan feniletanolamina N-
metiltransferasa (PNMT, por sus siglas en ingiés), la enzima que metila la
noradrenalina para transformarla en adrenalina. Dicha enzima no esta presente

en las neuronas de la medula adrenal [Omori y cols., 1993].

A pesar de que la noradrenalina y la adrenalina son los principales

neurotransmisores en las células cromafines, se ha encontrado serotonina en
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celulas adrenérgicas de rata, pero no en células noradrenérgicas. Mientras que en
la medula adrenal del ratén solamente se ha encontrado &cido gama aminobutirico

(GABA) en células cromafines noradrenérgicas [Omon y cols., 1993].

En cultivos primarios, las células cromafines se han utilizado como maodelo para
estudiar aspectos bioquimicos de la diferenciacién celular. La adrenatina vy
noradrenalina almacenada por estas células pueden ser consideradas como
marcadores celulares del estado de diferenciacion de las células cromafines, la
adrenalina caracteriza preferentemente el fenotipo cromafin endocrino, mientras
gue la noradrenalina caracteriza e! fenotipo cromafin neuronal. Sin embargo, el

20% de las células cromafines también producen noradrenalina [Livett, 1984].

Ademas de la sintesis y el almacenamiento de catecolaminas, las céiuias
cromafines pueden sintetizar y almacenar una compleja mezcia de factores de
crecimiento y moléculas tréficas, a esta mezcla se le conoce como “coctel trofico”.
Entre los péptidos de interés que se producen por las células cromafines se
encuentran algunos factores neurotroficos, neuropéptidos y citocinas conocidas
para estimular los niveles de los factores neurotréficos en varias lesiones
neuronales; estos factores son: factor de crecimiento fibroblastico tipo 2 (FGF-2,
por sus siglas en ingiés), factores de crecimiento B transformantes, interleucinas,

encefalinas, somatostatina, neurotensina y un polipéptido intestinal vasoastivo

[Unsicker y cols., 1997).
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La diferenciacion de las células cromafines de células endocrinas a células tipo
neuronas se presenta tanto /n vivo como in vitro y esta directamente retacionado
con las condiciones del medio en donde se encuentran estas celulas. La
conversion fenotipica de las células cromafines ocurre en células embrionarias, en
neonatas y en ceélulas adultas, e implica crecimientc de neuritas, formacion de
sinapsis, incremento en el tamafio celular y cambios marcados en la organizacion
citoplasmica. Una vez que las células cromafines son transformadas a células
neuronales no pueden regresar a su estado endocrino, posiblemente porgue los
genes que codifican el fenotipo neuronal quedan activados persistentemente

[Ogawa y cols., 19886].

Las caracteristicas morfologicas y bioquimicas de las células cromafines al
diferenciarse dependen en gran medida del tipo de factor que se esta impiicado en
dicho proceso. En general, las células cromafines diferenciadas muestran una

tendencia a adherirse unas con otras [Ogawa y cols., 1986].

Durante la diferenciacion de las células cromafines el reticulo endoplasmico
rugoso {RER), el complejo de Golgi y las mitocondrias ocupan una gran area en el
citoplasma de estas células. Hay un gran numero de granulos, de 50-350 nm de
diametro, adyacentes a la membrana. Los granulos cromafines son menos
abundantes en ei area central y se localizan en las areas periféricas del citoplasma

o0 en las extensiones celulares [Ogawa y cols., 1986].
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El cultivo de células cromafines de rata en presencia o ausencia de NGF (50
ng/mL) a los ocho dias de cultivo muestra un patron caracteristico de células
catecolaminérgicas. Las células que crecen en presencia de NGF muestran
crecimiento extemo de neuritas. Estas mismas células expuestas a la
estimulacion de CM-EBF muestran crecimiento de neuritas en células individuales
0 en agregados de ellas, casi en la misma proporcién a lo observado con el NGF

(Figura 4-A).

En la Tabla 1 se muestran las principales diferencias observadas con ambos tipos
de tratamientos. Cuando los tratamientos de NGF y CM-EBF se aplican
simultaneamente sobre el cultivo de células cromafines, no hay un incremento
adicional en ef numero de células que muestran crecimiento de neuritas. Con
estos tratamientos combinados no existen diferencias significativas en el area,
perimetro, forma y numero de neuritas por célula (Figura 4-A-2,3). Por otro lado,
se determind que hay una mayor presencia de microtubulos en aquellas células
diferenciadas con NGF (Figura 4-B-1), mientras que en las cromafines
diferenciadas con CM-EBF se observan neurofilamentos (Figura 4-B-2) [Drucker-

Colin y cols., 1994].
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Figura 4. Diferencias entre células cromafines tratadas con NGF o con CM-EBF. A, microfotografias de
células cromafines TH positivas en cultivo primario sin tratamiento (1), diferenciadas con NGF (2} o con CM-
EBF (3) en donde se observan las extensiones neuriticas. B, microfotografias de microscopla de transmisién
de células cromafines diferenciadas con NGF (1) o con CM-EBF (2), las flechas muestran los microtabulos (1)
y los neurofilamentos (2) presentes en las extensiones neuriticas caracteristicas de cada estado diferenciado
[Drucker-Colin y cols., 1994; Feria-Velasco y cols., 1998].
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Tabla 1. Comparacién de caracteristicas de las céluias cromafines diferenciadas con factor de
crecimiento neuronal (NGF) o con campos magnéticos de extrema baja frecuencia (CM-EBF). RE=
reticulo endeplasmico [Drucker-Colin y cols,, 1994; Feria-Velasco y cols., 1998, Morgado-Valle y

- ngimi {60
Jextensiones No se En forma individual y|En forma individual vy
4 neuriticas, conos agregados; patrones | agregados;,  extensiones
de crecimiento, presentan toscamente ondulados lineales rigidas
varicosidades
Incrementa cantidad de RE, |Numergsas mitocondrias,
mitocondrias y Golgi; libre de ! lisosomas, elementos del
‘| caracteristicas en _ . ribosomas y poli ribosomas; RE rugoso y liso;, pocos
"2l citoplasma Sin cambics | pocos _ granulos | granulos nel‘_lrosgcretores
neurosecretores; vesiculas |y vesiculas; libre de
nLpLerosas de diversos | ribosomas y poli
diametros ribosomas
Forma ovoide, cisterna
Incrementa densidad | perinuclear bien definida,
Nicleo Sin cambios intranuclear, pores nucleares | heterocromatina no
y heterocromatina moderada, | condensada, cromatina
tamafio prominente dispersa, poros nucleares
moderados
: . ) Numerosos neurotibulos,
.4 Citoesqueleto Sin cambios Gran cantidad de filamentos pocos flamentos
‘ delgados
: delgados
JTirosina
Hidroxilasa y| Actividad M - L Mayor actividad
Dopamina- normal ayor actividad enzimatica enzimatica
1 p-hidroxilasa
=4 Principal
3 {catecolamina Adrenalina Noradrenalina (++++) Dopamina (+++)
] secretada
| Expresion de| .. . . .
canales de Ca™ Sin cambios Tipo L Tipo N
" Intercambio de Na* | Sin cambios Incremento Incremento

Por otro lado, se ha demostrado que las células cromafines diferenciadas con

NGF presentan una mayor cantidad de noradrenalina acumulada en comparacién

con las células estimuladas con CM-EBF. En las células cromafines no

diferenciadas la principal catecolamina liperada es la adrenalina (Tabla 1).

Asimismo, el flujo de sodio en las células cromafines estimuladas con NGF y/o
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CM-EBF se incrementa con respecto a los cultivos en donde las celulas no se
diferencian [Islas-Suarez y cols., 1994; Morgado-Valle y cols., 1997; Verdugo-Diaz

y cols., 1998].

En las células cromafines tratadas con NGF se incrementa el flujo de calcio y se
aumenta la supervivencia y el desarrollo celular. En el caso de |a estimulacion con
CM-EBF parte de los cambios estructurales se asocian con el proceso celular de

entrada de calcio [Jiménez y Hemandez-Cruz, 2001; Morgado-Valle y cols., 1297].

Los mecanismos de diferenciacién de las células cromafines no estan totalmente
definidos. Se sabes que en la linea celular PC12 (clonada de feocromocitoma de
rata) estimulada con factores troficos, se presentan cambios en [os potenciales de
membrana y cambios en [a expresion de genes de las familias ras, scr, raf, fosy
de algunos otros genes mas especificos como el PC4, TGF-beta-1, TAFIla,,
pp60v-src y el gp140trk [Aoki y cols., 1997; D'Arcangelo y Halegoua 1983;
Guardavaccaro y cols., 1994; Kremer y cols.,, 1991; Takekoshi vy cois., 1998;

Vician y cols., 1997].

En lo que se refiere a los posibles mecanismos de accidon que se presentan
cuando las células cromafines se diferencian por CM-EBF, no hay un consenso.
Trabajos previos sugieren que el sitio primario de accion de los CM-EBF son las
proteinas de la membrana plasmatica, y se piensa que los cambios en la
conductancia de iones de calcio participan de manera directa en los cambios

generados por los campos magnéticos [Lacy-Hulbert y cols., 1998].
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En particular es crucial identificar los blancos que censan 108 campos magneticos
y aquellos que transmiten las sefiaies que generan la expresion de genes y otfros
eventos celulares. La informacion obtenida sera crucial para elucidar la naturaleza
y el origen del alto control morfogenético en el crecimiento y desarroflo de los
biosistemas, y tendréd numerosas implicaciones en la medicina humana y en &l

entendimiento de {a biologia.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las céluias cromafines representan un excelente modelo para estudiar procesos
de diferenciacion. Fenotipicamente son céluias endocrinas que pueden ser
inducidas a diferenciarse en células neuronales cuando se les estimula con
factores como el NGF o con CM-EBF, entre otros. Los cambios morfolégicos y
bioguimicos que presentan estas células diferenciadas varian dependiendo del
estimulo que se les aplique paré diferenciarse. Asi, las células cromafines
diferenciadas con NGF tienen caracteristicas particulares que las distingue de
aquellas células cromafines diferenciadas con CM-EBF, como se explica en la

Tabla 1.

Entre las diferencias mas interesantes observadas con ambos tipos de estimulo,
se encuentraque las celulas cromafines diferenciadas con CM-EBF secretan
mayor cantidad de dopamina, comparadas con aquellas células diferenciadas con
NGF que secretan mas noradrenalina. Ademas, las células cromafines
diferenciadas con CM-EBF no presentan una dependencia hacia el factor de
diferenciacion como lo hacen las estimuladas con NGF. En este sentido se sabe,
que las celulas neuronales son independientes de los factores de crecimiento por
un largo tiempo, y después de que alcanzan cierto tamarfio, o bien, después de
cierto periodo de tiempo, se wvuelven dependientes a dicho factor. Estas
caracteristicas particulares nos hablan de que los mecanismos por los cuales las

células cromafines se diferencian son distintos, o bien, podriamos suponer que a
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los siete dias de cultivo, el nivel de diferenciacién de las células cromafines,

inducido por el NGF o por los CM-EBF, es distinto.

Una forma de saber si dichos mecanismos de diferenciacion son iguales ¢
distintos, es analizar el patrén de expresion genético de las células. El analisis y la
comparacion de los genes que se modifican con cada tratamiento nos permitiran

establecer una aproximacion del mecanismo celular inducido por CM-EBF.

En este sentido, el presente trabajo de investigacion adquiere gran relevancia
debido a que hasta hoy, la forma en que las células censan un campo magnético y
generan rutas de sefalizacion intracelulares, que llevan a cambios evidentes, se

desconoce.
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HIPOTESIS

Dado que las células cromafines diferenciadas con CM-EBF presentan cambios
morfolégicos y bioquimicos, la expresion de genes de transduccién de sefiales, de

ciclo celular y de citoesqueleto debe estar modificada.

OBJETIVO GENERAL

Identificar genes inducidos por campos magnéticos de extrema baja frecuencia

durante el proceso de diferenciacion de células cromafines de rata neonata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar y secuenciar genes de expresion diferencial en células cromafines
diferenciadas con CM-EBF a través del método de “Differential Display”.

2. Comprobar la expresion de las bandas diferenciales a través de ensayos de
Northemn Blot.

3. analizar y comparar fas secuencias en el Banco de Genes.

4. I|dentificar elementos de respuesta a CM-EBF dentro de las secuencias
diferenciales obtenidas.

5. Analizar el patron de expresion de células cromafines diferenciadas con NGF 6
con CM-EBF utilizando microarreglos de DNAc de rata.

6. Comprobar la expresion diferencial de genes expresados en los microarreglos

a través de ensayos de Northem Blot.
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CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS CROMAFINES

Extraer las glandulas suprarrenales de ratas neonatas (1-3 dias de edad) y
disgregarlas enzimaticamente 45 minutos a 37°C con agitacién en solucion Hanks
libre de calcio (Gibco) con 0.1% de albumina bovina, colagenasa (2 mg/mL) y
DNAasa (15 mg/mL) (Unsicker y cols., 1978). Disgregar mecanicamente las
células y centrifugar a 900 rpm 10 minutos a 20°C. Desechar el sobrenadante y
recolectar la pastilla en medio DMEM suplementado (10% suero fetal de bovino,
4.5 mg/mL insulina, 100 U penicilina, 100 mg/mL estreptomicina, 2.5 mg/mL
fungizona). Determinar el nimero de células cromafines viables con el metodo de
azul de Tripano (97% en el presente trabajo). En cajas de cultivo de 3.5 cm
colocar un millén de células cromafines, dividir el nimero de cajas en tres para
formar los grupos experimentales: células cromafines sin ningun estimulo o grupo
control, ceélulas estimuladas con NGF (50 ng/mL) o grupo NGF y ceélulas
estimuladas con CM-EBF (0.7 mT, 60 Hz, 4 horas diarias: 2 en la mafiana y dos
en la noche) o grupo CM-EBF. Incubar las células a 37°C con 5% de CO, y 95%
de aire por 7 dias y cada 3 dias cambiar el medio de cultivo. En todos los cultivos
primarios de células cromafines que se realizaron durante este trabajo se hizo una
presiembra de 10 minutcs antes de colocar las células en su caja de cultivo
definitiva, con la finalidad de disminuir el namero de fibroblastos y otras celulas

contaminantes presentes en la suspensién celular.

TINCION CON ROJO OLEOSO
Se realizaron cultivos primarios de células cromafines en cajas de 12 pozos con

cubreobjetos de vidrio tratados con poli-L-lisina. Después de los siete dias de
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cultivo se retira el medio de cultivo y se lavan las células con PBS 1X en agitacion
durante 10 minutos. Se hace un segundo lavado con PBS 1X bajo las mismas
condiciones. Se fijan las células con p-formaldehido al 4% en buffer de fosfatos
0.1M durante 30 minutos a 4°C. Lavar dos veces con PBS 1X durante 10 minutos
cada lavado. Una vez fijadas y secas las células, colocarlas en propilenglicol
durante 5 minutos hasta deshidratar completamente. Colocar la preparacién en
solucién Rojo O al 0.7% (en propilenglicol) en homo seco a 60°C durante 7
minutos, agitar ocasionalmente. Pasar la preparacién a una solucidon de
propilenglicol al 85% durante 3 minutos, homogenizando la solucién suavemente.
Contratefiir en hematoxilina de Harris (1:2 en agua desionizada). Sumergir en
agua amoniacal y posteriormente en agua desionizada. Montar las preparaciones.
NOTA: Los nucleos de las céiulas se tifien de azul y las hormonas esteroideas de

rojo.

DIFFERENTIAL DISPLAY

A partir de los cultivos primarios de células cromafines de ratas Wistar neonatas
se obtuvo el RNA total de los tres diferentes grupos experimentales (control, NGF
y CM-EBF) utilizando el método de TRIzol. Con el RNA obtenido se hicieron los
ensayos de RT-PCR con cada uno de los 9 decameros arbitarios seleccionados
[Liang y Parde, 1992] {(Ap1.TACAACGAGG, Ap2.TGGATTGGTC, Ap3.CTTTCTACCC,
Ap4 TTTTGGCTCC, ApPS.GGAACCAATC, ApPB.AAACTCCGTC, ApP7.TCGATACAGG,
Ap8.TGGTAAAGGG, AP9.TCGGTCATAG) Y con un oligonucledtido de anclaje (T11G).

Los productos de dichas reacciones de PCR se comieron en geles de
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poliacrilamida, los cuales se tifieron con plata, y se observd el patron de expresion
de las bandas diferenciales. La intensidad de cada una de las bandas
diferenciales observadas se cuantifico a partir de los geles de poliacrilamida
utilizando el programa Imagen Quant del IFC-UNAM. Se seleccionaron vy
reamplificaron por PCR ocho de estas bandas diferenciaies. Posteriormente se
clonaron los DNAc utilizando el sistema TOPO TA Cloning de Invitrogene y los
plasmidos con el inserto se purificaron utilizando el Plasmid Mini kit de QUIAGEN.
Los plasmidos se mandaron secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular del IFC-
UNAM la cual cuenta con un secuenciador automatico ABI PRISM™ 310 versién

3.2.

NORTHERN BLOT

Se transfirieron 20 ng de RNA total obtenido de los cultivos primarios de céluias
cromafines a membranas de nitrocelulosa (Gene Screen Plus, Lab Science).
Como sonda se utilizé DNAc obtenido a través de reacciones especificas de PCR
y purificado con el sistema de extraccion CONCERT de Life Technologies. La
sonda se marco con 2P utilizando el Rad Prime DNA Labelling Sistem de Gibco.
Como sonda control se utilizé actina de rata. Se hibridaron las membranas y se
expusieron en placas fotograficas Kodak. Posteriormente se revelaron las placas y

se analizaron los resultados obtenidos.

ANALISIS DE SECUENCIAS
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Las secuencias diferenciales obtenidas se compararon con el genoma de rata

reportado en la base de datos Europea Ensembl {www.ensemblorg, al 4 de

Diciembre del 2003) para identificar el gen a que corresponden cada una de las
secuencias. En cada una de las secuencias diferenciales se analizaron 1000 pb
rio arriba a partir del codoén de iniciacion de la transcripcion (ATG) con la finalidad
de identificar el numero de secuencias CTCT denominadas elementos de

respuesta a CM-EBF.

INMUNOFLUORESCENCIA PARA MAP-2

El cuitivo celular se realizé sobre cubreobjetos de vidrio tratados con poli-L-lisina.
Después de los siete dias de cultivo se retira el medio de cultivo y se lavan las
células con PBS 1X en agitacion durante 10 minutos. Se hace un segundo lavado
con PBS 1X bajo las mismas condiciones. Fijar con p-formaldehido al 4% en
buffer de fosfatos 0.1M durante 30 minutos a 4°C. Lavar dos veces con PBS 1X
durante 10 minutos cada lavado. Incubar en la siguiente solucién durante 1 hora a
4°C: PBS 1X, BSA 1%, tritén X-100 0.01%. Incubar con anticuerpo primario MAP-
2 monoclonal de ratén (Chemicon) 1:1000, toda la noche a 4°C. Lavar dos veces
con PBS 1X durante 10 minutos cada lavado. Incubar con el anticuerpo
secundano Tritc conjugado anti raton 1:500, durante 2 horas a temperatura
ambiente y protegida de la luz. Lavar dos veces con PBS 1X durante 10 minutos
cada lavado. Montar los cubreobjetos con medio de montaje para fluorescencia
marca DAKO sobre portacbjetos y dejar secar durante 24 horas a 4°C protegidos

de la luz. Realizar las observaciones correspondientes en el microscopio confocal.
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HIBRIDACION DE MICROARREGLOS DE DNAc DE RATA

Se obtuvo el RNA total de los cultivos primarios de células cromafines utilizando el
Mammalian Total RNA Kit de Sigma y se cuantificé con la prueba de RiboGreen
de Molecular Probes. Se Utilizaron 30 pg de RNA total para cada uno de los
marcajes requeridos en la hibridacion de los microarreglos. Los microarreglos se
compraron a la Universidad de Noruega y se hibridaron en la Unidad de
Microarreglos del IFC-UNAM. Los microarreglos utlizados fueron de DNAc de
rata y se utilizaron dos tipos de ellos: 5 de 14 Ky 6 de 15 K (ver especificaciones
en el Apéndice B). Una vez hibridados los microarreglos se analizaron los datos
utilizando los programas de libre acceso: BRB Array-Tools version 3.01, TIGER-
MIDAS version 2.17 y BAGEL 3.2. El disefio experimental que se utilizd con los

microarreglos se muestra a continuacion:

S0 707D FMicrowrreglos - - Co
i -1-Cultivo A{Contral-Cyl, CM-EBF-CyS5):

| %~ Cuitivo. A{Conirol-Cy5, CM:EBF-GY3)
(- 3 Cultivo B{ControlCy3, GM-EBFCYS)

GRUPO CONTROL GRUPO CM-EBF

4 Microarreglos
1 - Cultivo A(NGF-Cy3, CM-EBF-Cy5)
2 - Cultivo A{NGF-Cy3, CM-EBF-Cy3)
GRUPO NGF 3 - Cultivo B (NGF-Cy3, CM-EBF-Cy5)

4 - Cultivo € (NGF-Cy3, CM-EBF-Cy5)
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ANALISIS DE MICROARREGLOS

Para obtener los datos de los microarreglos lo primero que se hizo fue filtrar los
valores de cada uno de los puntos del microarregio utilizando el valor premedio de
la sefnal de fondo de cada arreglo (se promedié el valor de los puntos blanco del
arreglo y el valor obtenido se resté a cada uno de los puntos restantes,
programador Perl). Posteriormente se normalizaron los datos con |os valores de
los blancos y los controles propios de cada laminilla (programa MIDAS). Después
se descartaron aquellos valores que no fueran reproducibles en el microarreglo, al
compararios entre si, y con estos datos se realizd el analisis con el programa
BAGEL. Este ultimo programa se basa en un método cuantitativo Bayesiano
utilizado para analizar datos de microarreglos normalizados del disefio de
experimentos repetidos, en el cual cualquier tipo de tratamientos, genotipos o
estados de desarrollo, se estudian usando una cadena continua de comparaciones
[Townsend y Hartl, 2002]. Con el programa BAGEL es posible comparar todas las
laminillas independientemente de los tratamientos que se hibridaron en cada una,
bajo la condicion de que existan al menos tres nodos (o tres repeticiones a

comparar) entre tratamientos, como se muestra en la siguiente figura:

/ A \
3nodos C @ » CM-EBF 4nodos
47
oy2 Cy5



Asi, el programa BAGEL permite analizar el comportamiento de cada uno de los
tratamientos con respecto a los otros dos que se aplicaron, compara todas las
laminilias hibridadas y establece |a desviacion estandar para cada unc de los
valores obtenidos, lo mismo que la probabilidad de que estos valores sean
verdaderos. A partir de estos valores se realizaron tablas de datos que contenian
todos aquellos valores con una probabilidad igual a uno de ser verdaderos al
comparar dos tratamientos. De estos valores se seleccionaron aquellos que
presentaban una variacién de expresién mayor o igual a 1.2 veces entre dos

tratamientos y con desviaciones estandar significativas.

Los datos que presentaron cambios entre tratamientos se analizaron para
determinar cuales son secuencias conocidas del genoma de rata y cuales
corresponden a secuencias aun desconocidas dentro del genoma (denominadas
secuencias EST’s) y al mismo tiempo se cuantific la cantidad de genes que estan
reprimidos en cada uno de los tratamientos de diferenciacion, comparandolos con
el grupo control, y cuales estan sobreexpresados con alguno de los tratamientos.
Posteriormente, se clasificaron los genes conocidos de acuerdo a su funcién
celular y a su participacion en las rutas metabolicas de {as células. Este analisis
se realizd utilizando el programa DAVID del National Institute of Health-(NiH)

(http://novaZz.idi.ntnu.no/nmc/index php).
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacién muestran que: 1)
existen diferencias en el patrén de expresién de las células cromafines cuando
estas se diferencian con NGF o cuando se hace con CM-EBF, y 2} que la
expresion de algunos de los genes diferenciales aqui observados es especifica de

dichas condiciones experimentales.

Los resultados seran presentados en dos partes. La primera parte comprende
todos aquellos datos obtenidos a través del método de Differential Display,
mientras que la segunda parte abarca los resultados obtenidos a través de la

utilizacion de los microarreglos con DNAc de rata.

Primeramente se realizaron tinciones con rojo oleoso para determinar la
proporcion de células cromafines contra células de la corteza adrenal (Figura 5).
Esta técnica de tincion se selecciond con la finalidad de observar la cantidad de
celulas de corteza presentes en el cultivo, dado que este tipo celular presenta
granulos de hormonas esteroideas en el citoplasma. Con estas tinciones se
observa que el numero de células cromafines es mayor a cualguier otro tipo
celular en los tres grupos de tratamientos (Figura 5-B, C y D), ademas de la
interaccion directa, y posiblemente indispensable, que existe entre las cromafines
y los fibroblastos para que las primeras se mantengan en cultivo. En ninguna de
las microfotografias se observan células de la corteza, _solamente células

cromafines y fibroblastos (Figura 5-A).
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Figura 5. Microfotografias de cultivos primarics de células cromafines no diferenciadas y en proceso de
diferenciacion. Las células de los cultivos primarios (a los 7 dlas de cultiva) se tifieron utilizando la técnica de
rojc oleoso, en donde las células cromafines se tifieron con hematoxilina de Harris y no presentan granulos de
hormonas esteroideas. En el panel A se observa un cultivo control (10X). En los demés paneles las flechas
indican células cromafines control, B, y células diferenciadas con NGF, C, o con CM-EBF, D (40X). Los
asleriscos sefialan algunos de los fibroblastos del cultivo.
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DIFFERENTIAL DISPLAY

Se observaron al menos 53 bandas diferenciaies con cuatro de los
oligonucleodtidos utilizados en las reacciones de PCR (Ap1, ApS, Ap6 y Ap7)
(Figura 8-A). Se clonaron y secuenciaron ocho de bandas diferenciales (Ap1-7,
Ap5-14, Ap5-15, Ap5-19, ApB-7, Ap7-1, Ap7-7, Ap7-13, nombradas de acuerdo al
oligo con el que se reamplificaron). Seis de las bandas (Ap1-7, ApS-14, Ap5-15,
Ap6-7, Ap7-7 y Ap7-13) se reprimen en el tratamiento con CM-EBF y dos se
sobreexpresan con dicho tratamiento (Ap5-19 y Ap7-1). En la figura 6-A se
muestra uno de los geles representativos de estos experimentos y en se sefialan

las bandas clonadas.

Las secuencias obtenidas de las bandas diferenciales se presentan en el apéndice
B. En latabla 2 se muestra la correspondencia de cada una de las secuencias de

los transcritos clonados.

Tabla 2. Corespondencia de [os transcritos diferenciales secusnciados.

TRANSCRITO CORRESPONDENCIA CON EL GENOMA DE RATA
Ap1-7 Proteina hipotética RNOR02022103 de funciéon desconocida
Ap5-14 Proteinas asociadas a microtubuios tipo 2
Ap5-15 Fosfoglucomutasa-1
Ap5-19 Proteina de interaccién neurofibromatosis tipo 2
Ap6-7 Tiamina pirofosfocinasa
Ap7-1 Fosfoglucomutasa-1
Ap7-7 Proteinas asociadas a microtubulos tipo 2
Ap7-13 Proteina hipotética RNOR01044577 de funcién desconocida
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Los ensaycs de Northern Blot con dos de las secuencias obtenidas, muestran las
diferencias de expresion que existen en el transcrito de la fosfoglucomutasa-1 y en

el de la proteina de funcién desconocida RNOR02022103 (Figura 6-B).

A M NGF CM-EBF

1500 -

1000 -

700 -
600 -

200 - ke

<= RNOR02022103

Phesphoglucomutase
{Ap1-7)

(Ap5-15)

Actina

Figura 6. Bandas diferenciales observadas con el método de Differential Display. A, gel representativo para
camparar los patrones de expresién del RNAm de las células cromafines no diferenciadas (1), diferenciadas
con NGF (2} o con CM-EBF (3). B, Northern Blot de dos de las bandas clonadas y secuenciadas, con sus
controles de actina. M = marcadores de peso molecular.

El andlisis de intensidad de cada uno de los transcritos observados muestra el
distinto comportamiento que presentan en las células cromafines cuando se les
estimula con NGF o con CM-EBF (Figura 7). Asi, en la figura se puede observar

que existe un grupo de genes que se sobreexpresan especificamente en el grupo
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de células tratadas con CM-EBF cuando se utilizé el oligo Ap5 (Figura 7-B), y a la
vez se puede observar el mismo efecto en grupos de transcritos correspondientes
a células tratadas con NGF (Figura 7-A y C). lLas desviaciones estandar
obtenidas corroboran que existen diferencias en los patrones de expresion de los

transcritos cuando se diferencian las células con CM-EBF.

—controi A I:ICNgntm\ B
CINGF CONGF
I CM-EBF r B CM-EBF
M c
< b
< g 10
g 10 4 o
=3 )
L” 5
] =
= ¢
2 z
=z
11 J 14
_— T T |VI T L] T T T T T LI
1 z 3 4 5 8 7 12 3 456 7 8 B 10111213 14 15 16 17 1B 19
Ap1 ApbS
[—_1Contral [ Control
—_INGF C C_INGF D
B CM-EBF I CM-EBF
- c n
:5 :%
2 104 o 104
2
g g
L L
Q
3 °
2 2
pzd =z
14 ] i 14 |-
T T 1 L) L) L) L] T T
1.2 3 4 5 8 7 8 9 101112 13 14 1516 17 18 1 2 3 4 5 @8 7 B B 10 11 12 13 14 15
ApG Ap7

Figura 7. Graficas de intensidad de los transcritos observados en el analisis de Differential Display. Los
transcritos fueron amplificados con cuatro diferentes oligos (A, Ap1; B, Ap5, C, Ap8, D, Ap7) ¥ con cada uno
de ellos se observan diferentes patrones de expresién en cada uno de los tres tratamientos dados a los
cultivos primarios de celulas cromafines.
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La expresion de las MAP-2 es especifica de las células cromafines
diferenciadas

Con la finalidad de comprobar que la expresion de los transcritos analizados es
especifica de las células cromafines, y no de alguna de las otras células presentes
en el cultivo primario, como los fibroblastos o las células de la corteza suprarrenal,
se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti MAP-2. En
estos ensayos se observé que la expresion de este gen particular es mayor en las
células cromafines (Figura 8). Se observa claramente que el anticuerpo se une
especificamente a las células cromafines diferenciadas (Figura 8-B, C y D) y no

asi a las del grupc control (Figura 8-A).

Figura 8. Inmunoflucrescencia de células cromafines con MAP-2. Los cultives primarios de células
cromafines no tratados (A) tratados con NGF (B y C) o con CM-EBF (D), se marcaron utilizando el anticuerpo
anti MAP-2 con rodamina para observar la expresion de dicho gen en cada uno de los grupos de estudio. Las
flachas muestran céfulas cromafines y el asterisco indica una célula no cromafin {posiblemente un fibroblasto)
no marcada con dicho anticuerpo.
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Anilisis de la regién regulatoria 5’ de los genes modificados por CM-EBF

Para determinar si los genes regulados por CM-EBF contienen las secuencias
denominadas por Lin y colaboradores (2001) “Elementos de Respuesta
Electromagnéticos (CTCT)", en los genes regulados por estos campos se
analizaron 1000 pb rio arnba a partir del inicio del marco de lectura de cada
transcrito reportado en la base de datos. En la figura 9 se muestra la presunta
region regulatoria de cada uno de los seis genes regulados por CM-EBF. Se
encontré que cada una de las presuntas regiones regulatorias contiene un nimero
diferente de estas secuencias de respuesta, asi la secuencia RNOR02022103
contiene 12 cajas CTCT en los primeros 500 pb y 18 en los 1000 pb; en la
secuencia de la fosfoglucomutasa se encontraron 8 cajas en las primeras 500
bases, 10 en las 1000 bases; en ia region de las MAP-2 5 en 500 bases y 10 en
1000 bases; en la tiamina pirofosfocinasa 4 en 500 bases y 9 en 1000 bases: en la
secuencia de la proteina de interaccion con fibromatosis tipo 2, 3 en 500 bases y 8
en 1000 bases; y en la proteina hipotética RNOR01044577 5 en 500 bases y 10

en 1000 bases.

Como control de dicho analisis se detecté el nimero de cajas CTCT en dos genes
que consideramos como de expresion constitutiva en cada uno de los tratamientos
celulares. Los controles fueron la actina y la histona-2, en donde solamente
encontramos 2 y 3 cajas, respectivamente, en los primeros 500 pb de las regiones

regulatorias correspondientes.
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Figura 9. Analisis de los elementos de respuesta electromagnsticos. En los primeros 1000 pb rio arriba de la
presunta region regulatoria de seis genes regulados por CM-EBF y en dos controles (actna e histona-2) se
determiné el namero de cajas CTCT, las cuales estan representadas con las cajas negras. Las cajas blancas
indican el sito ATG de la secusncia.
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MICROARREGLOS

En los microarreglos de 15K, los cuales contienen 14,101 puntos con secuencias
de rata, el 78.3% de los datos (11,026) presenta sefales verdaderas para el
andlisis posterior de la laminilla (estas sefales son mayores a la sefal de fondo
del arreglo), mientras que el 28.2% (3,977 datos) no presenta valores mayores a
los de la sefial del fondo del microarreglo (Figura 10-A). Dentro de los valores que
presentan una sefal verdadera, el 95.7% (10,552 datos) no presenta cambios
significativos entre tratamientos, nc asi el 4.3% (474 datos) que se modifica entre
los grupos de células cromafines (Figura 10-B). De este 4.3% de cambios, el
69.6% (330 datos) corresponde a cambios que se presentan entre las células
cromafines diferenciadas con NGF y aquellas del grupo control, el 11.0% (52
datos) se refiere a los cambios observados entre las células diferenciadas con
CM-EBF y aquellas no tratadas, y el 19.4% (92 datos) son cambios que suceden

entre ambos tratamientos de diferenciacion, NGF y CM-EBF (Figura 10-C).

Figura 10. Graficas de porcentajes del andlisis consecutivo de datos para determinar cambios verdaderos
entre tratamientos de células cromafines. A, porcentajes de datos que presentan una sefal verdadera dentro
del arreglo después de filtrarlos restandoles la senal de fondo del mismo. B, porcentajes del comportamiento
de los valores filtrados que presentan cambios significativos entre tratamientos. C, clasificacion por grupos de
los porcentajes de datos con cambios significativos entre dos Graficas de porcentajes del analisis consecutivo
de datos para detarminar cambios verdaderos entre tratamientos aplicados a las céluias cromafines.
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Primeramente al comparar el grupo NGF contra el grupo control se encontrd que

330 genes se moedifican significativamente.

De los 330 genes que varian entre estos ftratamientos, el 88.18% (291)
corresponde a secuencias EST's y el 11.82% es de secuencias conocidas (Figura
11-A). De las 330 secuencias significativamente diferentes entre NGF y control, el
33.33% son genes sobreexpresados en el grupo de NGF y 66.67% genes

reprimidos (Figura 11-B).

En la figura 12 se muestra la grafica de genes conocidos estadisticamente
diferentes entre estos grupos, con sus respectivos valores del nivel de expresion;
los valores presentados en la grafica son el resultado de comparar el grupo de
NGF contra el control, y se presenta también el comportamiento del grupo de CM-
EBF al hacer la comparacién de los dos primeros. Los genes desconocidos o
secuencias EST's que son estadisticamente diferentes se encuentran en el

apéndice C.
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Figura 11. Graficas de porcentajes de genes conocidos y scbreexpresados al comparar el grupe tratado con
NGF y el grupo control. A, porcentajes de secuencias conocidas y secuencias desconocidas. B, porcentajes
de genes reprimidos y sobreexpresados en el grupo NGF comparado con el grupo control.
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Figura 12. Nivel de expresion con desviaciones estandar de los genes conocidos que cambian cuando se
comparan las células cromafines tratadas con NGF y las células cromafines no tratadas.

obtuvieron con el programa de analisis BAGEL.

Los datos se
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Figura 12 continuacién. Nivel de expresién con desviaciones estandar de los genes conocidos que cambian
cuando se comparan las células cromafines tratadas con NGF y las células cromafines no tratadas. Los datos
sa obtuvieran con el programa de analisis BAGEL.
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Al comparar el grupo tratado con CM-EBF y el grupo control se encontré que 52
genes presentan cambics entre ambos tratamientos. El 86.54% de |las secuencias
son secuencias desconocidas y el 13.46% corresponde a secuencias con funcién
asignada dentro del genoma de rata (Figura 13-A). Se observé también que el
53.85% de los 52 genes que cambian entre estos tratamientos, son reprimidos con
el estimulo de CM-EBF y el 46.15% estan sobreexpresados con este mismo

tratamiento (Figura 13-B).

En la figura 14 se presentan los genes conocidos con su valores de expresion
entre tratamientos y las desviaciones estandar de dichos valores. En el apéndice
D se muestran las graficas correspondientes a las secuencias EST's, las cuales

fueron significativamente diferentes entre el grupo de CM-EBF y el grupo control.
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Figura 13. Gréficas de porcentajes de genes conocidos y sobreexpresados al comparar el grupo tratado con
CM-EBF y el grupo control. A, porcentajes de secuencias conocidas v secuencias desconocidas. B,
porcentajes de genes reprimidos y sobreexpresados en el grupo CM-EBF comparado con el grupo control.

63




mCM-EBF ONGF nC

Rattus norvegicus RNAmM |

completo para ka fumarik
acetoacetato hidrolasa (FAH)

Rattus norvegicus RNAm para
vimentina

RNAM completo para la

subunidad-alfa de la inhibina de
rata

Rattus norvegicus RNAm

completo para el factor g tipo
Kruppe!

Rattus norvegicus RNAM
completo para diacilgliceral
cinasa

Rattus norvegicus RNAmM

J
completo para el dominio 4- +
disulfuro del ntclec de la
proteina WAP (ps20)

Transtiretina (prealbimina
amiloide tipo )

Figura 14. Nivel de expresidén con desviaciones estdndar de los genes conocidos que cambian cuando se
comparan las células cromafines tratadas con CM-EBF y las células cromafines no tratadas. Los datos se
obtuvieron con el programa de analisis BAGEL.
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Finalmente, al comparar ambos grupos de diferenciacion celular, CM-EBF contra
NGF, se encontrd que 92 genes se modificaron significativamente. De estos 92
genes el 86.96% (80) corresponde a secuencias EST, mientras que el 13.04% {12)
son secuencias conocidas en el genoma de rata (Figura 15-A). El 23.99% (22} de
los genes que se modifican son genes que se encuentran reprimidos cuando las
células cromafines se tratan con CM-EBF comparadas con el grupo tratado con
NGF, y ef 76.01% de los 92 genes estan sobreexpresados en el grupo estimulado

con CM-EBF en comparacién con el grupo de NGF (Figura 15-B).

En la figura 16 se presenta la gréfica de los genes conocidos y los valores de
expresion de cada uno de ellos, con sus respectivas desviaciones estandar. En el
apendice E se presentan ias graficas de las secuencias EST's que se modifican al

comparar los tratamientos de diferenciacion cromafin.
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Figura 15. Gréficas de porcentajes de genes conocidos y sobreexpresados al comparar el grupo tratado con

CM-EBF y el grupo de NGF. A, porcentajes de secuencias conocidas y secuencias desconocidas.
porcentajes de genes reprimidos y sobreexpresados en el grupo CM-EBF comparado con ef grupe NGF.
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Figura 16. Nivel de expresion con desviaciones estandar de los genes conocidos que cambian cuando se
comparan las células cromafines tratadas con CM-EBF y las células cromafines tratadas con CM-EBF. Los

datos se obtuvieron con el programa de analisis BAGEL.
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Una vez identificados aquellos genes que se modifican entre los tres tratamientos
a los que se sometieron los cuitivos de células cromafines, se buscaron similitudes
y diferencias entre genes y tratamientos. Los genes expresados en todos los
tratamientos, y con funcién conocida en del genoma de rata, se compararon en la
tabla 3. En esta tabla se observa que cinco genes se reprimen en los grupos de
diferenciacion celular, NGF y CM-EBF, al compararlos con el grupe control. Estos
genes corresponden a: transtiretina, a la diacilglicerol cinasa, al factor-9 tipo

Kruppel, a la vimentina y a la subunidad alfa de la inhibina de rata.

Las células cromafines tratadas con NGF reprimen nueve genes durante su
proceso de diferenciacién y sobreexpresan uno, esto al comparar dicho grupo con
los otros dos grupos. Los genes que estan reprimidos con este tratamiento son de
de! translocador 44 de membrana intema mitocondrial, de profilina, de megalina,
de la cadena 2C de la dineina, de la subunidad beta-2 del canal de calcio
dependiente de voltaje, de la proteina P47, de la proteina L2, de la proteina 1
lisosomal asociada a membrana y del antigeno CD74. El gen que se

sobreexpresa cuando se tratan las células con NGF es el de la adenilato cinasa-3.

En el tratamiento con CM-EBF las células cromafines reprimen particularmente
dos genes: el del dominio 4-disulfuro de la proteina WAP y el de la fumaril-

acetoacetato hidrolasa.

El resto de los genes conocidos se presentan al comparar el grupo de NGF contra

el grupo control, y la mayoria de ellos estan reprimidos (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Genes conocidos que se modifican en los tratamientos aplicados a las céiulas cromafines. *Entre

paréntesis se indica el numero de veces que varia el gen entre ios dos tratamientos que se estan
comparando. @ = Sin cambios significativos

NGF vs. CONTROL (%)

CM-EBF vs. CONTROL (*)

CM-EBF vs. NGF (%)

Transtiretina {prealbdmina

Transtiretina (prealbumina

amiloide tipo 1) (1.1:1.3) amiiloide tipo 1) (1.0:1.3) ®

Rattus norvegicus RNAmM | Rattus norvegicus RNAmM

completo  para  diacilglicerol- | completc  para  diacilglicerol- <

cinasa (1.2:1.0) cinasa (1.2:1.0)

Rattus norvegicus RNAm | Rattus norvegicus RNAmM

completo para el factor-9 tipo | completo para el factor-9 ftipo (€1}

Kruppel (1.2:1.0) Kruppel (1.2:1.0)

Rattus norvegicus RNAm para | Rattus norvegicus RNAm para o

vimentina (1.0:3.1) vimentina (1.2:3.1)

RNAmM completo para la | RNAm completo para la

subunidad-aifa de la inhibina de | subunidad-alfa de la inhibina de D

rata (1.0:1.3) rata (1.1:1.2)

Translocador 44 de membrana Translocador 44 de membrana
interna mitocondrial (1.0:1.3) © interna mitocondrial (1.2:1.0)
Rettus norvegicus RNAmM para Rattus norvegicus RNAm para
profilina (1.0:1.8) o profilina (1.5:1.0)

Raitus norvegicus RNAmM Rattus norvegicus RNAm
completo para megalina (1.0:2.1) P completo para megalina (1.6:1.0)
Raftus norvegicus RNAmM Raftus norvegicus RNAmM
completo para la cadena o completo para la cadena
intermedia 2C de la dineina intermedia 2C de Ila dineina
citoplasmatica (1.0:1.5) citoplasmatica (1.3:1.0)

RNAmM de rata de la subunidad RNAmM de rata de la subunidad
beta-2 del canal de calcio (0] beta-2 del canal de calcic
dependiente de voltaje (1.0:1.5) dependiente de voltaje (1.3:1.0)
Reattus norvegicus RNAmM de la Rattus norvegicus RNAmM de la
proteina P47 (1.0:1 5} @ proteina P47 (1.2:1.0)

Proteina L12 similar a Ia Proteina L12 similar a Ia
ribosomal 605 (1.0:1.3) D ribasomal 608 (1.2:1.0)
Proteina-1 lisosomal asociada a Proteina-1 lisosomal asociada a
membrana (120 kDa) (1.0:1.5) ® membrana (120 kDa) {1.4:1.0)
Antigeno CD74  (polipéptido Antigeno CD74  (polipéptido
invaniante del complejo mayor de o invanante del complejo mayor de
histocompatibilidad clase ] histocompatibilidad clase I
antigeno-asociado) (1.0:2.8) antigeno-asociado) (1.9:1.0)
RNAmM completo para la adenilato o RNAmM completo para la adenilato

cinasa-2 de rata (1.3:1.0)

cinasa-2 de rata (1.0:1.3)

Rattus norvegicus RNAm
completo para el dominio 4-

Rattus norvegicus RNAmM
completo para el dominic 4-

® disulfuro del nicleo de la proteina | disulfurc del ndcleo de la proteina
WAP (ps20) (1.0:1.2) WAP (1.0:1.2)
Raffus norvegicus RNAm | Rattus norvegicus RNAmM
o completo para la  fumaril- | completo para la  fumari-
acetoacetato  hidrolasa (FAH) | acetoacetato hidrolasa (FAH)
(1.0:1.3) (1.0:1.4)
Rattus norvegicus RNAmM
completo para la isoforma 6 de
tropomiosina no muscular (TPM- P @
gama, (1.0:1.8)
Raftus norvegicus RNAmM
completo para la proteina cinasa O o)
C de unidna Z1 ((1.2:1.0)
Raftus norvegicus RNAmM © o

completo para nexilina (1.2:1.0)
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Tabla 3 continuacién. Genes conacidos que se modifican en los tratamientos de diferenciacién de las
células cromafines. (*) Entre paréntesis se indica el nimero de veces que varia el gen en cada un de los
tratamientos que se estdn comparando. @ = Sin cambios significativos

NGF vs. CONTROL (*)

CM-EBF vs. CONTROL (%)

CM-EBF vs. NGF (%)

Rattus norvegicus RNAm parcial
para sincoiina (1.0:1.4)

D

o

Rettus norvegicus RNAmM pardial
para prateina 3 R-ras GTPasa
(1.2.1.0)

D

0]

Rattus norvegicus RNAm
completa para fosfolipasa A2
(1.2.1.0)

Rattus norvegicus RNAm parcial
para receptor 4 de lipoproteina de
baja densidad (1.0:1.9)

Rattus norvegicus RNAmM
completo para factor de
crecimiento de tejido conectivo
(1.011.2)

Ratftus norvegicus RNAm
completo para kinureina  3-
hidroxilasa (1.0:1.4)

Raftus norvegicus RNAmM
completo def canal de cloro
intracelular tipc 4 (1.0:1.3)

Rattus narvegicus RNAmM
completo de catepsina S (1.0:1.4)

Rattus norvegrcus RNAmM
completoe del gen 1 de
translocacién de células B
(1.01.2)

Rattus norvegicus RNAmM
completo de la deshidrogenasa-
hidroxiesteroide-10 {1.0:1.3)

Rattus norvegicus RNAm parcial
de la proteina 1 de unidn a
inmunoglobulina (1.0:2.0)

Raftus norvegicus extremo 3’ del
RNAm de la glicoproteina de poro
nuclear 62 (1.2:1.0)

RNAm para la subunidad alfa tipo
4 del protosoma de rata (1.0:1.3)

RNAm de la subunidad Vb del
citocromo C oxidasa de rata
(1.0:1.3)

Extremo 3' del RNAm alternativo
para la cadena 11 pesada de
miosina (1.2:1.0)

Mensajero de rata que codifica
para orosomucoide 1 (1.0:1.4)

Rattus norvegicus RNAm para el
miembro * del cassette de unién
a ATP subfamilia C {1.0:1.3)
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Tabla 3 continuacion. Genes conacidas que se modifican en los tratamientos de diferenciacion de las
células cromafines. (*) Entre paréntesis se indica el nimero de veces que varia el gen en cada un de los
tratamientos que se estAn comparando, @ = Sin cambios significativos

NGF vs. CONTROL (%) CM-EBF vs. CONTROL (*) CM-EBF vs. NGF (*)
Factor8 de la proteina globular- ‘
EGF de la grasa de la leche de ® D
rata(1.3:1.0)
Proteina 5 de union al factor de o ©
crecimiento tipo insulina (1.0:1.5)
Monooxigenasa-1 Flavina- @ o
represor (1.0:1.3)
Adenilato cinasa 3 (1.2:1.0) il ©

Una vez clasificados los genes conocidos de acuerdo al tratamiento aplicado a las
células cromafines, se analizé la funcién celular que desempefian dichos genes.
Los genes se agruparon por funcién de acuerdo al programa DAVID. Con los
datos obtenidos se realizé [a tabla 4, en donde se observa que aigunos de ios
genes participan en diversas funciones celulares y se muestra la variacion de
expresion en las células cromafines al comparar los tratamientos analizados en el
presente trabajo. La mayoria de los genes son componentes de membranas

celulares (18 genes de los 41 conocidos).

Por otro lado, 14 genes participan en diversas funciones fisiologicas necesarias
para la célula, mientras que 12 de ellos presentan funciones de adherencia celular.
Nueve genes tienen actividad catalitica y 5 son transportadores celulares. Los
genes conocidos implicados en desarrollo celular, en la transduccion de sefales y
en la respuesta inmune, son dos para cada uno de los tres grupos mencionados.

Y finaimente, un gen participa en la actividad motora celular y otro funge como
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proteina chaperona. En la tabla 4 se muestran también aquellos genes a los que

aun no se les ha asignado una funcién celular especifica.

Tabla 4. Funciones celulares de los genes conocidos que se modifican en los tratamientos aplicados a las
células cromafines. Entre paréntesis se indica el namero de veces que varia et gen mencionado al comparar
dos tratamientos, {}=NGF vs. Control, ()*=CM-EBF vs. Control

CLASIFICACION

GEN

FUNCIONES CONOCIDAS

EXPRESION
Vimentina F'llam.entos intermedios; complejo de (1.0:3.1)
cinesina
Translocador 44 de memhbrana interna Componente de |a membrana interna .
; ; celular; componente de la membrana | (1.0:1.3)
mitocondrial . ; -
intema mitocondrial
Sincolina Componsnte membranal de las vesiculas (1.0:1.4)
secretoras
Proteina cinasa C ds unién a Z1 Componente del complejo de la cinesina (1.2:1.0}
Proteina giobular-EGF de grasa de la leche | Components de! espacio extracelular (1.3:11.0)
Subunidad alfa tipc 4 del protosoma de rata | Components del protosoma (1.0:1.3)
Partcipa en [a organizacién y la
Profilina biogénesis del citoesqueleto y en la (1.0:1.8)
organizacién de actina
Fosfolipasa A2 Componente de membrana (121.0)
. . . Componente del espacio extracelular;
COMP s :
CEFUSA%I‘EEP?E Protenﬁa 1 lisosomai asociada a membrana components integral de fa membrana (1.0:1.5)
Megalina Componente de membrana (1.0:1.9)
Monooxigenasa 1 Flavinarepresor Components. del espacio extracalular; (1.0:1.3)
componente integral de membrana
Cadena intermedia 2C de la dineina Components de| complejo actina-dineina ,
) oy y complejo de dineina; participa en el (1.0:1.5)
citoplasmatica L - .
proceso de organizacién de microtibulos
Subunidad Vb del citocromo C oxidasa Components de la mem.brana interna y de (1.0:1.3)
la membrana mitocondriai
Antigeno CD74 Componente integral de la membrana (1.0:2.8)
Catepsina S Components lisosomal {1.0:1.4)
remb Is .
ﬁ:sf:mri?i; Cc:iel cassette de unidn a ATP Componente integral de la membrana (1.01.3)
Subunidad alfa de la inhibina Componente del espacio extracslular (1.0:1.3)
Adenilato cinasa-2 Componente  de  la  membrana | 4 544,
mitocondrial
Transtiretina (prealbtmina amiloide tip I) E;’iz‘:;’a en produccion de hermona |, 4. 5
Regulacién de exocitosis dependiente de
Sincolina calcio; componente de membrana de (1.0:1.4)
vesiculas secretoras
IMPLICADQS EN . ; Participa en el catabolisimo dependiente .
PROCESOS Subunidad alfa tipo 4 del protosoma de ubiguitina (1.0:1.3)
FiSIOLOGICOS Translocador 44 de membrana intema
mitocondrial Blanco de proteinas (1.0:1.3)
Participa en la organizacion y la
Profilina biogénesis del citoesqueletc y en Ia {1.0:1.8)
organizacidn de actina
Fosfolipasa A2 Participa en el catabolismo de lipidos (1.21.0)
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Tabla 4 continuacion.
aplicados a las células cromafines.

mencionado ai comparar dos tratamientos. {}=NGF vs. Control, ()*=CM-EBF vs. Control

Funciones celulares de los genes conocidos que se modifican en los tratamientos
Entre paréntesis se indica el ndmero de veces qgue varia el gen

CLASIFICACION GEN FUNCIONES CONOCIDAS ExPRESION
Participa en  endocitosis; endosoma
Megalina regulador de endocitosis; participa en el | (1.0:2.1)
metabolismo de vitaminas
Actividad hormonal; regulador negativo en la
secrecion de hormonas foliculo estimulada;
Subunidad alfa de la inhibina regulador negativo en la biosintesis de | (1.0:1.3)
interferén gama; regulador negative de la
fosforilacian
Activacidn de células B; regulador en la
Proteina 1 de unién a inmunogiocbulina transduccién de sefiales, responde a | (1.0:2.0)
factores bidticos
. . . articipa en l|as cascadas de sefales
::MR'BL(':Z‘;‘;OSS EN Factor de crecimiento de tejide conectivo i}:ltracellgularas {(1.0:1.2)
FISIOLOGICOS Diacilglicerol cinasa Participa en cascadas de sefializacion (121.0)
intracelular
Adenilato cinasa-2 Participa en sl metabolismo de la adenina (1.3:1.0)
Adenilato cinasa-3 Participa en el metabolismo de pirimidinas (1.2:1.0)
Deshidrogenasa-hidroxiesteroide-10 Participa en la degradacién de amino dcidos | (1.0:1.3)
Participa en el metabolismo de amino
dcidos aromdticos; participa en el
Fumaril-acetoacetato hidrolasa (FAH) catabolismo de la fenflalanina; regulador de | (1.0:1.3)"
la franscripcion dependiente de DNA:
participa en el catabalismo de la tirosina
’:E))r(:)Telinr:g CQCX;U(];Z';O';EI niclea de la Inhibidor de endopeptidasas tipo serina (1.0:1.2y
Transtiretina {prealbimina_amiloide tipo 1) Unién a retindl; unién a esteroides {1.1:1.3)
;ﬁ::tljt:;iic')r 44 de membrana interna Unién a ATP (10:1.3)
Profilina Uni6n a actina (1.0:1.8)
Fosfolipasa A2 Union al calcio (1.2:1.0)
Megalina Uniodn a iones calcio; unidn a proteinas (1.0:2.1)
UNION CELULAR Subunidad alfa de la inhibina Unién a proteinas (1.0:1.3)
Diacilglicerol cinasa Unidn a diacilgligerol (1.21.0)
Factor de crecimiento de tejido conectivo Adhesion celular; unién a heparina (1.0:1.2)
gﬂﬁg:ﬁi; gei cassstte de uniéna ATP Unién a ATP; unién a nuciedtidos (1.0:1.3)
Protsina globular-EGF de grasa de la leche | Adhesién celular 1.3:11.0)
Adenilato cinasa-2 Unién a ATP (1.3:1.0)
Fumaril-acetoacetato hidrolasa (FAH) Union a DNA (1.0-1.3)
Actividad de endopeptidasa; actividad de
Subunidad alfa tipo 4 del protosoma hidrolasa; actividad de peptidasa; actividad | (1.0:1.3)
de endepeptidasa protosomal
Fosfolipasa citosélica y de secrecion
Fosfolipasa A2 dependiente de calcio; actividad de | (1.2:1.0)
hidrolasa
22?::?1_'?&‘ Monooxigenasa 1 Flavina-represor ﬁgﬁvija: dedc':xidoreduc‘rasa (1.0:1.3)
TR . tivida e cinasa; activa roteinas
Diacilglicerol cinasa cinasas C; actividad de lJ'ansferasa'eE.J (1.21.0)
Subunidad Vb del citocromo C oxidasa Actividad de dxidoreductasa (1.0:1.3)
Subunidad alfa de la inhibina Actividad de citocina (1.0:1.3)
Actividad de endopeptidasa; actividad de
Catepsina S peptidasa; actividad de hidrolasa; participa | (1.0:1.4)
en protedlisis
73




Tabla 4 continuacién. Funciones celulares de los genes conocidos que se modifican en los tratamientos

aplicados a las células cromafines.

mencionado al comparar dos tratamientos {)=NGF vs. Control. {)*=CM-EBF vs. Control

Entre paréntesis se indica el nimero de veces que varfa el gen

CLASIFICACION GEN FUNCIONES CONOCIDAS EXPRESION
: : Actividad de cinasa; actividad de .
ég?:i?ﬁgp‘ Adenilato cinasa-2 fosfotransferasa, actividad de transferasa (1.31.0)
Fumaril-acetoacetato hidrolasa (FAH) Actividad hidrolitica {1.0:1.3)
Transtiretina (prealbimina_amiloide tipo I) Actividad de acarreador; transportador (1.1:1.3)
Transporte de proteinas intracelulares,
Translocador 44 de membrana intema translocador en membrana int’ema (1.01.3)
mitocondrial mitocondrial; translocador de proteinas; T
TRANSPORTADORES actividad de translocasa
CELULARES Monaoxigenasa 1 Flavina-represor Transpartador de electrones; micrasoma (1.0:1.3)
Subunidad Vb del citocromo G oxidasa g?lgsﬁﬁg;;:emfggzgﬁzi components | (1.0:1.3)
Miembrp_1 del cassette de unién a ATP Actividad de transportador por union al (1.0:1.3)
subfamilia C cassette ABC )
Actividad de factor de crecimiento,
participa en eof amesto durante el ciclo
celular; participa en diferenciacion celular:
participa en mantenimiento y crecimiento
DESARROLLO Subunidad alfa de la inhibina cglu!ar, |nductor de apoptoss;_parhcnpa en
biosintesis de hemoglobina; regulador
negativo en la diferenciacién de células B, | (1.0:1.3)
regulador negativo del ciclo celular;
regulador negativo en la diferenciacion de
macrofagos
Factor de crecimiento de tejido conectivo Participa en angiogenesis (1.0:1.2)
RESPUESTA Subunidad alfa de la inhibina Proteina de defensa/inmunidad (1.0:1.3)
INMUNE Antigeno CD74 Participa en |a respuesta inmune (1.0:2.8)
TRANSDUCTORES Megalina Actividad de receptor‘ _ {1.0:2.1)
DE SENALES Subunidad alfa de Ia inhibina Receptor de superficie para ransauccion | .4 3)
de sefales; sefales célula-célula
ACTIVIDAD MOTORA Cadena intermedia 2C de la dineina Actividad motora {(1.0:1.5)
CHAPERONAS Antigeno CD74 Actividad de chapserona (1.0:2.8)
Tropomiosina no muscuiar (TPM-gama) {1.0:1.8)
Proteina 3 R-ras GTPasa (1.2.1.0)
Proteina L12 similar a la ribcsomal 608 (1.0:1.3)
Proteina 3 R-ras GTPasa (1.21.0)
Proteina P47 (1.0:1.5)
Orosomucoide 1 (1.0:1.4)
Nexilina (1.2.1.0
Receptor 4 de lipoprotsina de baja densidad (101.9)
FUNCION NO Kinureina 3-hidroxilasa (1.0:1.4)
ASIGNADA Factor O tipo Kruppe| (1.2:1.0)
Subunicjad beta-2 del canal de calcio (1.0.1.5)
dependiente de voltaje o
Gen 1 de translocacién de células B (1.01.2)
Canal de cloro intracelular tipo 4 {1.01.3)
Glicoproteina de poro nuclear 62 {1.2:1.0)
Cadena 11 pesada de miosina (1.21.0)
Proteina 5 de unién al factor de crecimiento (1.0:15)
tipo insulina T
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Al analizar la participacién de los genes de funcion celular conocida en las rutas

metabolicas, se encontro que 8 de dichos genes estan implicados, principalmente,

en rutas del metabolismo y la degradacién de compuestos celulares como

aminoacidos y acidos nucleicos (Tabla 5).

Tabla 5. Genes conccidos y su participacién en distintas rutas metabadlicas celulares.

GEN

RUTA METABOLICA

Adenilato cinasa-2

Metabolismo de purinas

Adenilato cinasa-3

Metabolismo de pirimidinas

Diacilglicerol cinasa

Metabolisme de lipidos de glicerol

Sistema de sefiales inducidas por fosfatidilinositol

Fosfolipasa A2

Metabolismo de lipidos de glicerol

Degradacion de fosfolipidos

Metabolismo de prostaglandinas y leucotrieno

Fumaril-acetoacetato hidrolasa (FAH)

Degradacion del estireno

Metabolisma de la tirosina

Deshidrogenasa-hidroxiestaroide-10

Degradacién del benzoato via CoA

Metabolismo del butancato

BiosIntesis de acidos grasos

Metabolismo de acidos grasos

Degradacion de la lisina

Metabolismo del triptéfano

Degradacion de vaiina, leucina e isoleucina

Subunidad Vb del citocromo C oxidasa

Fosforilacién oxidativa

Subunidad alfa tipo 4 del protosoma

Degradacion intracelular de proteinas
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DISCUSION

Los procesos de diferenciacién celular han sido ampliamente estudiados con la
finalidad de entender cuales son los mecanismos que participan en estos cambios.
Con este fin, se han utilizado diversos modelos de estudio /n vitro, en donde se
observan los cambios que se generan cuando las células pasan de un estado

diferenciado a otro.

Uno de estos modelos de estudio es el cultivo de células cromafines, las cuaies se
diferencian a células neuronales cuando se les estimula con factores como el
factor de crecimiento neuronal (NGF) o los campos magnéticos de extrema baja
frecuencia (CM-EBF) [Aloe y Levi-Montaicini, 1979; Drucker-Colin y cols., 1994].
A pesar de gque ambos estimulos cambian a las células cromafines a células tipo
neuronas, existen diferencias morfologicas y bioquimicas relacionadas con cada
uno de los factores con que se estén tratando las celulas.

Asi, las células estimuladas con NGF presentan una mayor cantidad de

microtubulos en las extensiones neuriticas, mientras que en las células tratadas
con CM-EBF se observan neurofilamentos [Feria-Velasco y cols., 1998]; de igual
forma, las células tratadas con NGF secretan mayor cantidad de noradrenalina, y
las estimuladas con CM-EBF liberan dopamina [Verdugo-Diaz y cols., 1998].

Aunado a esto, se sabe que las células cromafines diferenciadas con NGF, a los

siete dias de cultivo, crean una dependencia hacia éste factor, caso contrario de lo
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que se observa con las células tratadas con CM-EBF, durante el mismo periodo de

tiempo.

Estos hechos nos hablan de que los procesos implicados en la diferenciacion de
las células cromafines son distintos cuando se estimulan las células con NGF ¢
con CM-EBF, razon por la cual se decidio analizar el patrén de expresion genetica
de éstas células, a los 7 dias de cultivo, utilizando dos metodologias: Differential

Display y Microarreglos de DNAG.

Cabe mencionar que a los 7 dias de cultivo el proceso de diferenciacion de las
células cromafines no se ha completado, ya que las céiulas continuan
diferenciandose hasta formar grandes prolongaciones neuriticas y adoptar una
morfologia trianguiar [Ogawa y cols., 1986]. Sin embargo, dado que los estudios
previos del laboratorio (morfoldgico y bioquimicos) se realizaron a los 7 dias de
cultivo, nos interesamos en analizar la expresion genética de las células en dicho
tiempo de cultivo para saber lo que ocurre en ese momento y completar los

estudios hasta entonces realizados.

Las metodologias aqui utilizadas nos permiten conocer la expresion de genes en
un sistema celular. Con el método de Differential Display podemos observar, a
través de amplificaciones por RT-PCR, los RNAmM gue se expresan en un
momento dade dentro de la célula y, al comparar las muestras de diferentes
tratamientos podemos determinar las variaciones de expresién, de un mismo

mensajero, que existen entre los tratamientos de interés. La sensibilidad del
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método nos permite observar y comparar la expresién de un gran numero de
RNA’s mensajeros en un mismo andlisis. Sin embargo, debido a la utilizacién de
oligonucledtidos arbitrarios, no es posible amplificar todos [os mensajeros que se
estan expresando en las células, solo se amplifican aqueilos que contienen las

secuencias complementarias a dichos oligos.

Por otro lado, los Microarreglos de DNAc presentan la ventaja de que en un mismo
experimento de hibridacién, con el subsiguiente analisis del arreglo, es posible
conocer el nivel de expresion de cientos o miles de RNA’s mensajeros. A pesar
de las grandes ventajas y la gran cantidad de informacion que proporcionan los
microarreglos, la metodologia tiene la principales desventajas de que para el
andlisis de la gran cantidad de informacion que arrojan los microarreglos, se
requiere de multiples programas de analisis, porque no se ha llegado a un
consenso sobre cual de todos ellos es el mejor a utilizar y es asi, que analizar
todos los datos es un proceso complejo que requiere una gran inversion de

tiempo.

Las dos metodologias aqui utilizadas nos proporcionaron informacion muy valiosa
que nos ayuda a entender los cambios genéticos que se presentan en las celulas
cromafines cuando se les induce a diferenciarse. Al mismo tiempo, un método
corrobora lo observado con el otro y asi, los datos aqui presentados adquieren

mayor validez.
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Con ambas metodologias se observo que los patrones de expresion son diferentes
entre los tratamientos de NGF y de CM-EBF. Ademas, se establecid que el
proceso de diferenciacion cromafin requiere que la mayor cantidad de genes, que
se expresan en estas células en condiciones normales, se repriman para dar fugar

al estado neuronal terminal.

Especificamente, con el método de Differential Display se analizaron 53 transcritos
con cambios en la expresién entre los tratamientos. Se encontré que la mayoria
de los transcritos estan reprimidos durante la diferenciacién celular, comparados
con el grupo control {Figura 6). Esto sugiere que durante el proceso se requiere
que la célula apague grupos completos de genes; resuitados similares fuercn
reportados por Angelastro y colaboradores (2000) en células PC12 tratadas con
NGF. En el analisis con Differential Display se observd también que hay grupos
especificos de genes que se sobreexpresan durante la diferenciacion de las

células cromafines con CM-EBF (Figura 7-B).

En el analisis de los microarreglos lo primero que se observé fue que la mayor
parte de los genes (el 95.7%) no presenta cambios durante los procesos de
diferenciacion aqui estudiados. Resuitados similares han sido reportados en
celulas PC12 tratadas con NGF [Angelastro y cols., 2000], en donde se menciona
que menos del 10% de los genes sufren cambios durante la neurogenizacion de
éstas celulas, y en trofoblastos diferenciados, en donde se menciona que son

pocos los genes que varian en este proceso celular [Aronow y cols., 2001].
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Dentro de los cambios observados en la expresion de genes, detectamos que la
mayoria de ellos, el 69.6%, corresponde a cambios generados entre el grupo de
NGF y el control, mientras que el grupo de CM-EBF contra el control, solo
representan el 11% de los cambios. El resto de las modificaciones se suscita
entre los grupos de diferenciacién (NGF y CM-EBF). Esto nos indica que los
mecanismos de diferenciacion inducidos por NGF requieren de la regulacion de un
mayor numero de genes (330) que los requeridos cuando ias células se tratan con

CM-EBF (52 genes).

De manera complementaria a los resultados anteriores, encontramos que unc de
los genes que se sobreexpresan en el tratamiento cromafin con NGF es el gen de
la glicoproteina de poro nuclear. Se sabe que la interaccién de ésta glicoproteina
con Sp1 refleja la organizacion nuclear requerida para la union del DNA
transcribible con los factores de transcripcion [Han y cols., 1998]. El incremento
en la expresion de la glicoproteina de poro nuclear en las células cromafines
tratadas con NGF debe ser un factor determinante para la regulacion de genes en
estas células. Durante dicho tratamiento deben presentarse una gran cantidad de
modificaciones nucleares que permitan cambios en la expresion de los 330 genes
aqui reportados, lo que explica el requerimiento celular de la sobre expresion de la

glicoporteina de poro nuciear exclusivamente del tratamiento con NGF.

Al analizar los genes que varian entre tratamientos, encontramos que la mayoria
se encuentra reprimidos cuando las células cromafines se estimulan con NGF o

con CM-EBF, 66.7% y 53.8% respectivamente. Esto hecho parece presentarse en
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varios procesos celulares, como es el caso de la diferenciacion de células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y en donde encontraron que el 19% de los genes
estan reprimidos contra el 9% que se sobreexpresa (del total de un microarreglo

de 15K) [Truckenmiller y cols., 2001].

Sin embargo, este comportamiento no se observa cuando se compara el
tratamiento de CM-EBF contra el de NGF, ya que en tal analisis se presenta el
caso contrario, es decir, solamente se reprime el 24% de los genes en el grupo de
CM-EBF. Esto puede explicarse si consideramos que ambos tratamientos estan
induciendo la diferenciacion celular cromafin, mientras que en los reportes
existentes solo comparan un estado celular contra su estado diferenciado, no
hacen un analisis comparativo entre dos tipos de diferenciacion generada por

factores distintos.

Los resultados aqui presentados nos indican que cuando las células cromafines se
estimulan con CM-EBF, el 76% de los genes que se modifican estan
sobreexpresados en este grupo y no en el de NGF, es decir, entre estos
tratamientos hay una gran cantidad de genes que varian, de los cuales la mayoria

se sobreexpresa en el grupo de campos magneticos.

Una vez establecido el tipo de regulacién que se presenta en cada tratamiento, se
analizarcn los genes que presentan cambios durante la neurogenizacion de las
células cromafines, y se encontré que la mayoria corresponde a secuencias EST,

sin funcion conocida en el genoma de rata. Con el tratamiento de NGF el 88.2%
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son EST’s, y en el grupo de CM-EBF el 86.5%, comparados con el grupo control.
En la comparacion de los grupos CM-EBF y NGF, el 86.9% corresponde a
secuencias EST. En las células SH-SYS5Y se observa el mismo fenomeno
[Truckenmiller y cols., 2001], lo que nos indica que un gran numero de genes no
definidos participa en los estadios tempranos de los procesos de diferenciacion
neuronal, y su conocimiento futuro ayudarda a entender mejor estos procesos

celulares.

En el presente trabajo trataremos de entender el proceso de diferenciacion de las
células cromafines, analizande el papel gue juegan los genes conocidos que se
modifican y que aqui se reportan. Estos genes se encuentran ordenados en la
tabla 3 de acuerdo al tratamiento al que se sometieron las células cromafines. En
la tabla se observa que los niveles de expresion de los genes son muy similares
entre ellos, tanto en las células diferenciadas como en el control. Es decir, un
mismo gen se comporta de manera similar en el grupo de NGF y en el de CM-EBF
si se le compara con el grupo control. Esto nos indica que hay genes cuya
regulacion es muy similar en ambos tratamientos de diferenciacion y ademas, nos
dice que el control sobre estos genes debe ser importante para ias celulas

cromafines diferenciadas.

Los clasificacion de los genes conocidos, de acuerdo al tratamiento aplicado, nos
permitié observar cuales genes se modifican en cada uno de los tres grupos
comparativos. En la tabla 3 se presentan 5 genes conocidos en los grupos de

NGF vs. Control y en el de CM-EBF vs. control; éstos genes son los que se
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modifican con cualquiera de los dos tratamientos de diferenciacion  aqui
estudiados (NGF o CM-EBF) con respecto al grupo control. De la misma forma se
observé fa expresion conjunta de 10 genes en los grupos de NGF vs. control y
CM-EBF vs. NGF; estos genes conforman el grupo de cambios necesarios para

que las células cromafines se diferencien con NGF.

Con la tabla 3 se encontré también que dos genes se reprimen de manera similar
en el grupo de CM-EBF vs. control y en el de CM-EBF vs. NGF, y estos genes
constituyen aquellas regulaciones genéticas constantes cuando las células
cromafines se diferencian con CM-EBF. Por ultimo, se observa que 24 genes
conocidos estan presentes solamente en el grupo comparativo entre NGF vy
control, y la mayoria de ellos estan reprimidos con el primer tratamiento y
representan el grupo de genes que se modifican exclusivamente cuando las

células cromafines se tratan con NGF.

Las observaciones realizadas entre los genes y sus tratamientos, corroboran los
hallazgos bioguimicos y morfologicos previamente realizados por nuestro grupo de
investigacion, en donde se encontraron diferencias entre el tratamiento con NGF y
el de CM-EBF. Ahora sabemos que también hay diferencias genéticas

relacionadas con cada uno de dichos tratamientos.

El primer gen diferencial de funcién conocida que se detectd y analizé, fue el de la
proteina 2 asociada a microtubulos. El nivel de expresion de dicha proteina

cuando las celulas cromafines se trataron con NGF, es 0.5 veces mayor y 0.2
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veces mayor que en el grupo control y en el de CM-EBF, respectivamente. Se
sabe que para la formacién de prolongaciones celulares es necesario el arreglo de
microflamentos en donde participan las MAP-2, mientras que en |la
neurogenizacion celular participan especificamente los neurofilamentos [Alberts y
cols., 2002]. En el afic de 1998, Feria-Velasco y colaboradores reportaron que [as
celulas cromafines diferenciadas con NGF contienen microfilamentos en las

extensiones neuriticas, hecho que se corrobora con los resultados aqui obtenidos.

Con estos antecedentes, determinamos con ensayos de inmunofluorescencia, si la
expresion del gen para MAP-2 es mayor en las células cromafines tratadas con
NGF, y mas importante aln, si es especifica de estas células o de otras que se

encuentran presentes en el cultivo primario (especificamente fibroblastos).

En la Figura 8 se observan estos ensayos y es evidente que las células tratadas
con NGF presentan mayor flucrescencia que aquellas estimuladas con CM-EBF,
mientras que en las células no diferenciadas del grupo control no hay
fluorescencia alguna. En el panei C de dicha figura se observa que la expresion
de MAP-2 es especifica de las células cromafines, ya que se observa bajo la

celula centraf un fibroblasto sin marcaje por el anticuerpo.

Conjuntando los resultados anteriores podemos decir que para la formacion de las
prolongaciones neuriticas en las células cromafines, se requiere de la expresion
de distintos genes de citoesqueleto, dado que con el tratamiento de NGF las

extensiones estan constituidas por microtubulos, y en las células cromafines
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tratadas con CM-EBF la expresion de la proteina MAP-2 es menor. Ademas, es
evidente que la expresién de este gen es especifica de las células cromafines y no

de otras celulas presentes en el cultivo primario.

En los andlisis con microarreglos, el gen que codifica para las proteinas MAP-2 no
presento diferencias significativas en ninguno de los tratamientos. Esto se puede
explicar debido a que solamente se consideraron para el andlisis final aquellos
genes que presentaban al menos 1.2 veces de variacion en ei niveles de
expresién de un grupo contra otro. Y como se mencioné en los parrafos
anteriores, la vaniacion de expresion entre tratamientos no fue mayor a 0.5 veces,
de acuerdo a la intensidad de la banda diferencial. Posiblemente, si se realizara el
analisis de los microarreglos con valores inferiores, se encontraria que la

expresion del gen para MAP-2 se modifica entre tratamientos.

Una vez analizada la expresion diferencial de las proteinas MAP-2 en cada uno de
los tratamientos realizados, procedimos a analizar los demas genes conocidos
pero nos encontramos con que para la mayoria de ellos no existen reportes
relacionados a las células cromafines. Debido a esto decidimos conocer la funcion
biolégica de cada uno de los genes conocidos utilizando el programa DAVID, y

tratar de interpretar el papel bioldgico que desempefian en las células cromafines.

Con el programa DAVID se clasificaron los genes de acuerdo a su funcion celular
Y a su participacion en las rutas metabélicas de las células (Tablas 4 y 5,

respectivamente). Se encontrd que entre el 70 y el 80% de los genes, tienen una
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o varias funciones celulares. Entre estas funciones destacan las de las moléculas
que participan en la unién celular (como la inhibina, transtiretina, diacilglicerol-
cinasa, fumarilacetoacetato-hidrolasa, profilina, fosfolipasa A2, casette de unién a
ATP, entre otros) o como componentes celulares (como la vimentina, profilina,
translocador 44, antigeno CD74, dineina). En ambos funciones, la mayoria de los

genes estan reprimidos en las células cromafines diferenciadas.

Ademas se encontraron 18 genes que forman parte integral de las membranas de
las celulas o de sus mitocondrias, y 16 genes que regulan diversas funciones
fisiologicas en las células. Nueve genes se clasificaron como genes con actividad
catalitica, y en menor numero se agruparon genes cuyas proteinas son
importantes en el desarmollo celular {lo que implica proceso de crecimiento,
diferenciacion y apoptosis, entre otros) y otros genes son transductores de

sefales.

Los reportes existentes relacionados con las proteinas integraies de membrana
son muy diversos, y sabemos que estas proteinas forman membranas celuiares,
vesiculares o mitocondriales, pero también realizan otras funciones en las células,
y algunas de dichas funciones pueden relacionarse directamente con l0s procesos
de diferenciacion celular. Como ejemplo de esto esta la adenilato cinasa-2,
componente de membranas mitocondria les, y cuyo papel de cinasa la involucra
en la regulacion de ATP/ADP [Villa y cols., 2003]. La adenilato cinasa-2
posiblemente participa generando la energia celular necesaria para la realizacion

de todas las reacciones requeridas para diferenciar a las células cromafines.
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Otras proteinas de membrana como el antigeno CD74 se relacionan directamente
con procesos de diferenciacion de células dendriticas [EI-Sukkari y cols., 2003].
Con estos datos podemos suponer que el antigeno se sobreexpresa en células
maduras determinadas, pero éste tipo de expresion no es necesario en células
inmaduras en proceso de diferenciacién, Io que puede justificar la baja expresion
del antigeno CD74 en el tratamiento de células cromafines con NGF. Sin
embargo, en el tratamiento con CM-EBF observamos que el nivel de expresion del
antigeno CD47 es casi el doble del observado en NGF (pero aun asi es menor al
del grupo control), lo que nos habla de que posiblemente las células cromafines
diferenciadas con campos magnéticos presentan un estado diferenciado distinto al

de las células tratadas con NGF.

Estos antecedentes nos ayudan a explicar el hecho de que las células tratadas
con CM-EBF después de 7 dias no requieren de la exposicion a dichas ondas para
sobrevivir. Posiblemente, las células cromafines diferenciadas con CM-EBF, a los
7 dias de cultivo, presentan un estado celular distinto al de tas tratadas con NGF.
Se sabe que la dependencia de las células hacia un factor puede involucrar
diversas situaciones entre las que destaca el tamafio celuiar. Una célula se vuelve

dependiente de un factor cuando crece demasiado [Whitmarsh y Davis, 2000].

También sabemos que los procesos celulares finos estan relacionados con un
estado diferenciado avanzado, mientras que las células diferenciadas en menor

grado, presentan proceso celulares mas burdos. Las observaciones hechas por
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Feria-Velasco y colaboradores en 1998 nos muestran que las extensiones
neuriticas de ias células cromafines diferenciadas con CM-EBF son mas toscas

que las de las cromafines diferenciadas con NGF.

La no dependencia de las células cromafines hacia los CM-EBF y el tipo de
extensicnes neuriticas que presentan, nos habian de que estas células, a los 7
dias de estimulo, se encuentran en un estado de diferenciacién distinto al inducido
por el NGF en el mismo periodo de tiempo. Podriamos decir que el estado de
diferenciacion generado tras 7 dias de estimulacién cromafin con CM-EBF,
corresponde a un estado previo de diferenciacion con respecto al observado con

el NGF también a los 7 dias de cultivo.

Al analizar la participacién de los genes conocidos en las rutas metabdlicas
celulares, se encontré que la mayoria de los genes estan relacionados con el
metabolismo de amino acidos, con el metabolismo de purinas y con la hidrélisis de
proteinas. Los resultados aqui encontrados nos indican que los cambios
genéticos observados en el grupo de células cromafines tratadas con CM-EBF
estan relacionados con la regulacion del metabolismo energético celular, perc aun
son necesarios mas estudios para entender por qué las células cromafines
diferenciadas con CM-EBF requieren en menor grado de la participacion de

enzimas hidroliticas.

Los resultados anteriores nos indican que las células cromafines en proceso de

diferenciacion neuronal requieren tanto de la sintesis como de la degradacion de
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acidos nucleicos y de proteinas. La sintesis de acidos nucleicos puede estar
relacionada con la produccién de RNAmM necesarios para que se realicen ios
cambios celulares observados. Ahora sabemos que en este proceso de
diferenciacion es necesaria la participacion de distintas enzimas y factores
transductores de sefiales, que regulen las casadas de sefalizacion intracelular.
Ademas, como las células cromafines diferenciadas incrementan su tamano, se
requiere también de la participacion de muitiples componentes celulares para la

conformacion de las membranas.

Solamente dos genes tienen un pape! conocido en el desarrollo y/o en los proceso
de diferenciacién celular: el gen de la subunidad alfa de la inhibina y el gen para el
factor de crecimiento de tejido conectivo. Este factor pertenece a las proteinas de
matriz celular que participan en la regulacion de proliferacion, diferenciacion,
supervivencia, adhesién y migracion celular, ademas de que participan en la

regulacion de los niveles de calcio intracelular [Lombet y cols., 2003].

La represion en la expresion de las proteinas implicadas en el desarrollo celular,
nos habla de que a los 7 dias de cultivo celular, posiblemente las células
cromafines no requieren ya de altos niveles de genes que participan en su
desarrollo. Tal vez, en los primeros dias de cuitivos se expresan mas genes

conocidos implicados directamente con los procesos de diferenciacion celular.

A pesar de que los analisis genéticos aqui realizados se hicieron en un estado

avanzado de diferenciacion cromafin, no hay que perder de vista que las células

89



continuan diferenciandose al menos hasta los 10 dias de cultive [Drucker-Colin y
cols., 1994]. Pero esto no descarta |la idea de que durante los primeros dias de
tratamiento se expresen en niveles mas altos algunos de los genes aqui
reportados, © genes que a los 7 dias de cuitivo no presentaron cambics

significativos respecto al grupo control.

Ademas, reportes previos nos indican gue en células PC12 diferenciadas con NGF
hay cambios en genes que regulan la expresion de moléculas de adhesion,
receptores de membrana y en algunos que participan en la fosforilacion de
proteinas [Angelastro y cols., 2003; Grumolato y cols., 2003; Jung y cols., 2003].
Estos antecedentes comroboran nuestros datos y nos indican que las células
diferenciadas no solo presentan cambios en la expresion genética durante los
primeros dias de tratamiento, sino también en su estado diferenciado. Sin
embargo, queda clara la necesidad de hacer cinéticas de expresién para
corroborar o descartar la hipétesis de que existe una expresion mayor durante los

primeros dias de diferenciacién celular cromafin.

Posiblemente lo primero que requieren las células cromafines es salir del arresto
en el que se encuentran para diferenciarse, y para esto requieren de proteinas que
participen en el control del ciclo celular. Una de las proteinas que se
sobreexpresa en las células control es [a inhibina, relacicnada con el amesto del
ciclo celular [Swissprot], lo que podria explicar el hecho de que las células

cromafines control sobre expresen esta proteina, para mantener las células en
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arresto e impedir que continien con su proceso de diferenciacion hacia células

neuronales.

Una vez que entran nuevamente al ciclo celular, se deben necesitar factores de
transcripcion que regulen la expresion de genes necesarios para la diferenciacion
celular. Dentro de los genes aqui reportados hay dos que se les relaciona con la

transcripcion: la diacilglicerol-cinasa y el factor tipo Kruppel.

La diacilglicerol-cinasa por su parte, ocupa un papel central en la sintesis de
complejos lipidicos y en la sefalizacién celular, y se sabe que sus niveles
citoplasmicos pueden influenciar una gran variedad de procesos entre los que se
incluyen el crecimiento y la diferenciacion [Bunting y cols., 1996]. De igual forma,
se sabe que el factor tipo Kruppel regula la transcripcién de genes, al unirse a
secuencias ricas en GC presentes en los promotores de genes tejido-especificos y
de expresion constitutiva [Zhang y cols., 2003]. Por su parte, la sincolina GP2
puede estar implicada también en la transduccién de sefales de los granulos de
membrana [Kalus y cols, 2002). Estos reportes nos hablan de la importancia de
las sefales adecuadas para que se transcriban los genes necesarios para la

diferenciacion celular.

En cuanto a las modificaciones transcripcionales que se observan en las células
tratadas con CM-EBF, existen reportes en donde la expresién de algunos genes
se altera cuando las células se someten a campos magnéticos. Tal es el caso de

los linfocitos-T, en donde la expresion de c-myc, c-fos y cjun se modifica cuando
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estas células se estimulan con CM-EBF [Balcer-Kubiczek y cols., 2000] Por el
contrario, otros reportes mencionan que en modelos como el erizo de mar, los

campos magneticos nc inducen cambios genéticos [Lyle y cois., 1991].

Todos los cambiocs observados durante la diferenciaciéon inducida por NGF o por
CM-EBF, se pueden resumir en cambios que comprenden movimiento de iones o
moléculas a través de canales dependientes de voltaje ¢ de vesiculas celulares,
en reacciones enzimaticas reguladas por cinasas, en maodificaciones de las rutas
metabolicas para la obtencion de energia ceiular, en rearreglos del citoesqueleto a
través de proteinas que modifican o estabilizan los filamentos celulares de actina,
y en la regulaciéon de factores ¢ proteinas que participan en la formacion de

extensiones neuriticas.

Resultados similares se han reportado en otros modelos biolégicos, como las
celulas PC12 diferenciadas con CM-EBF [McFarlane y cols., 2000], en céiulas
ROS 17/2.8 expuestas a este mismo tipo de ondas [Shahidain y cols., 2001] y en
tejidos humanos en donde las interacciones entre iones, moléculas, proteinas y
membranas estan reguladas por el efecto de las fuerzas electromagnéticas [Liboff
y cols., 1984]. Tambien se ha reportado que los campos magnéticos inducen la
expresion de proteinas relacionadas con el estrés celular como la HSP70 [Lin y

cols., 1999].

En este trabajo encontramos que dos genes relacionados con estrés se reprimen

en las celulas diferenciadas con NGF, lo que nos indica que no hay un efecto
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estresante en las células cromafines tratadas con este factor y que la no expresion
de ambos genes en el grupo de CM-EBF es signo de que no hay un factor de
estrés expresado, a los 7 dias de cultivo, durante el cultivo cromafin. E! primero
de estos genes correspende a la proteina-1 de unidén a inmunoglobulinas. Esta
proteina es una chaperona cuya funcion consiste en proteger del estrés a las
celulas de reticulo endoplasmico; en células PC12 se ha relacionado la sobre
expresion de dicha proteina con tratamientos que inducen estrés en éste organeio

celular [Shimacke y cols., 2003].

La otra proteina relacionada con el estrés celular que se reprime cuando las
celulas cromafines se diferencian con NGF es la subunidad-alfa-4 del protosoma.
Se ha reportado que en células endoteliales de cordén umbilical humano tratadas
con antioxidantes, dicha subunidad se reprime [Takabe y cols., 2000]. Con éste
reporte podemos soportar la idea de gue el tratamiento con NGF no induce estrés
celular, y que por el contrario, puede participar en la regulacion antioxidativa de las
células cromafines, mientras que las células tratadas con CM-EBF no requieren de

la expresion de dicho gen.

Todos los resultados nos indican que la estimulacién con CM-EBF genera cambios
especificos en los genes de las células, y dichos cambios deben estar regulados
por mecanismos inducidos por las ondas electromagnéticas. También sabemos
que la estimulacion con campos magnéticos requiere de una represion a menor

escala, al menos en los genes aqui reportados, que la requerida durante el
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tratamiento con NGF. La manera en que esto sucede es desconocida, y hoy en

dia solamente existen teorias para explicar estos hechos.

Lin y colaboradores en el afio 2001, propusieron que la expresién de genes
regulada por CM-EBF se debe a la presencia de cajas CTCT en el promotor de
dichos genes. En su reporte indican que una regién de 900 pb que contiene
ocho secuencias CTCT es la causante de incrementar 1.5 veces la expresion de
CAT en construcciones celulares estimuladas con CM-EBF. Esto nos habla del
posible papel que juegan estas cajas en los genes regulados por campos
magnéticos. Para saber si [0s transcritos analizados con Differential Display
presentan estas secuencias, se analizaron 1000 pb ri¢ arriba a partir del primer

ATG de la region codificante de cada una de las secuencias obtenidas.

En la Figura 9 se muestra el nimero de cajas CTCT encontradas en cada una de
las ocho secuencias. Se observa que la mayoria de los transcritos
sobreexpresados con CM-EBF, presentan entre 8 y 10 de éstas cajas, mientras
que una de las proteinas hipotéticas, la RNOR02022103 (con una expresion
reprimida 40 veces en CM-EBF, con respecto al control), contiene 18 cajas CTCT
en 1000 pb. Esto nos indica que posiblemente el numero de cajas CTCT
presentes en la region codificante de los genes regulados por CM-EBF, puede
influir positiva o negativamente en la expresién de genes que participan..en la
diferenciacion celular, mientras que genes de expresion constitutiva, como el de la
actina o el de la histona-2, con un numero minimo de cajas CTCT, no se regulan

con estos campos magnéticos. Es decir, el nimero de cajas CTCT en la regién
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codificante 5 esta posiblemente relacionado de manera directa con la expresion

de genes inducida por CM-EBF.

Entre las teorias que existen para explicar la interaccion célula-onda magnética,
especificamente para nuestro modelc celular podemos descartar aquella
propuesta por Lange en el 2000, en la que propone que las microvellosidades de
las células censan ia onda magnética y liberan reservorios de calcio al citoplasma.
Esta teoria no se aplica dado que las células cromafines no presentan

microvellosidades.

De la misma manera, nuestros resultados tampoco fortalecen la hipotesis de Blank
y Goodman (1999) en la que se indica que hay un efecto directo de las ondas
electromagneéticas sobre la transcripcion el DNA, y que dicho efecto es generado
por grandes fiujos de electrones. Al menos a los 7 dias de cultivo, las células
cromafines reprimen la expresion de dos genes transportadores de electrones: el
gen de la monooxigenasa y el del citocromo C oxidasa. Silas células cromafines
tratadas con CM-EBF presentaran grandes flujos de electrones, estos genes

estarian sobreexpresados para realizar dicha funcion de manera eficaz.

Los elementos de respuesta a campos magnéticos pueden explicar un mecanismo
de respuesta genético cuando las células se someten a CM-EBF, y de acuerdo a
nuestros resultados esto parece ser una respuesta al mecanismo de accion de los

campos magneéticos. Sin embargo, aun son necesarios mas estudios que nos
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permitan entender la forma en que las células censan las ondas magnéticas y

transmiten las sefiales necesarias para la transcripcién de genes.

Dado que nuestros resultados no se apegan a una sola de las teorias que tratan
de explicar el mecanismo de accion de los CM-EBF, y de acuerdo a los resultados
aqui obtenidos, creemos que la cascada de eventos intraceluiares inducidos por

dichos campos puede estar coordinada de |a siguiente manera.

Primeramente las células cromafines deben salir del arresto del ciclo celular en el
gue se encuentran reprimiendo el gen de la inhibina, posteriormente es necesaria
la sefalizacion intracelular que puede ser realizada por la sobre expresién del
factor tipo Kruppel y de la diacilglicerol cinasa, con la represion de la transtiretina y
una actividad normal en el transporte realizado por el translocador 44. Algunas
cinasas como la adenilato cinasa 2 pueden participar en la transferencia de grupos

fosfato requerida para que se lleven a cabo cascadas intracelulares.

En las células cromafines diferenciadas con CM-EBF no hay una scbreproduccion
de acidos nucleicos (porque no hay divisién celular y si hay una reduccién en la
transcripcion de genes lo que requiere menor cantidad de RNAm producido),
particulatmmente de adenina, por lo que la expresion de la adenilato cinasa-2 es
normal.  Para las diversas reacciones citosdlicas se requiere de energia
metabdlica la cual puede ser proporcionada al aumentar la actividad de peptidasas

inhibiendo la proteina WAP y la hidrolisis realizada por la FAH.
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Una vez realizada la transcripcion de genes, viene la produccion de proteinas que
lleva a cambios en el citoesqueleto, entre otras cosas. Se reprime la sintesis de
vimentina a los 7 dias de cultivo, y |a sintesis de profilina y dineina se mantiene
como en el nivel basal, regulando las uniones a actina. También, componentes de
membrana como la proteina 1 lisosomal mantienen niveles similares a los de las
celuias control, las proteinas integrales de membrana de este tipo no se
incrementan. Finalmente, una vez alcanzado el estado diferenciado cromafin, la
expresion de moléculas como el CD74 pueden ser necesarias para que la célula

se reconozca como una célula diferenciada.

A continuacion se presenta un diagrama en donde se explica la posible interaccién
de cada uno de los genes conocidos que se expresan diferencialmente en las

células cromafines tratadas con CM-EBF (Figura 17).

Todos los resultados aqui presentados tienen la finalidad de contribuir al
entendimiento de [os mecanismos de regulacion celular inducides por CM-EBF
para prevenir sus efectos daninos sobre los seres vivos y aprovechar las
caracteristicas particulares que generan en células como las cromafines, en donde

se incrementa la sintesis de dopamina.
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Figura 17. Mecanismo de accion propuesto para explicar el efecto de los campos magnéticos de
extrema baja frecuencia sobre las células cromafines.
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CONCLUSIONES

Los campos magnéticos de extrema baja frecuencia inducen una respuesta
transcripcional especifica y distinta a la respuesta observada por el factor de
crecimiento neuronal, en células cromafines diferenciadas.

El estado diferenciado de las células cromafines tratadas 7 dias con CM-EBF
(60 Hz, 0.7 mT) es distinto al observado a los 7 dias de tratamiento con NGF
(50 ng/mL).

La diferenciacién inducida por CM-EBF en células cromafines requiere de la
regutacion de una cantidad menor de genes que los inducidos durante la
diferenciacién inducida por NGF.

Durante la neurogenizacion de las células cromafines, con CM-EBF o con
NGF, la mayoria de los genes que presentan cambios estadisticamente
significativos, estan reprimidos.

Existe un gran numero de secuencias con funcion desconocida que parficipan
en el procesa de diferenciacién inducido por CM-EBF o por NGF, en las células
cromafines. El conocimiento de estas secuencias ayudaréd a entender mejor
los cambios inducidos por las ondas electromagnéticas.

Los genes conocidos e implicados en |la formacién de células tipo neuronas, a
partir de células cromafines estimuladas con CM-EBF, participan en el arreglo
de actina, en la hidrélisis de proteinas y en el transporte de iones y otras

moleculas intracelulares, principalmente.
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PERSPECTIVAS

¢+ Se recomienda la realizacion de cinéticas de expresion a diferentes tiempos de
cuitivo para conocer las variaciones de la expresion genética cromafin, desde
gue se inicia el procesc de diferenciacién celular hasta que finaliza. Esta

informacion aclarara el mecanismo inducido por ios CM-EBF.

+ Para entender mejor los mecanismos de accién de los campos magnéticos, y
saber si la cascada de eventos intracelulares aqui propuesta es plausible, es
necesario que se realicen ensayos en donde se reprima completamente !a
expresion de genes que participan en la diferenciacion inducida por CM-EBF,

como el del factor tipo Kruppel y el de la diacilglicerol-cinasa.

+ Con los genes conocidos se pueden realizar ensayos de transfeccion celular
en donde se sobre exprese alguno de los genes con la finalidad de inducir el
efecto observado con los CM-EBF sin la necesidad de que las células se

sometan a dicho campo.

+ Se recomienda actualizar las bases de datos del genoma de rata para analizar
las secuencias desconocidas, o secuencias EST, signiﬁcativamehte diferentes.
Este andlisis podra especificamos cuales son todos los mecanismos
intracelulares que se requieren en las cromafines para que salgan de su

arresto celular y lleguen a ser células neuronales.
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APENDICE A

Especificaciones de los microarreglos utilizados. Los microarreglos utilizados se
compraron en “Norwegian Microarray Consortum, a national FUGE plataform for
DNA  Microarray  Technology’, cuya direccion en  intemet es:

hitp://novaz.idi.ntnu.no/nmefindex php?page=products. Se adquirieron dos tipos

de microarreglos dado que los amreglos de 14K dejaron de elaborarlos y se
sustituyeron por los de 15K. A continuacién se mencionan las especificaciones de

ambos tipos.

Rat 14K cDNA duplicates

Organismo: Rata Tipo: DNAc

13800 sondas de DNAc verificadas por Research Genetics y 10 DNAc producidos
por la propia compariia se imprimieron por duplicado en laminillas Coming CMT
Gaps Il. Las sondas se disolvieron en DMSO al 50% para asegurar una alta
calidad de impresion. También se incluyen en el arreglo 10 diferentes DNAc de
Arabidopsis thaliana (Stratagen Spotreporter). Los RNAm de las sondas de
arabidopsis facilitan su utilizacién como controles durante la hibridacién del

microarreglo.

Rat 15K cDNA duplicates

Organismo: Rata Tipo: DNAc

14300 sondas de DNA c verificadas por Research Genetics y 10 DNAc de rata
producidos por la propia compafia se imprimieron por duplicado en laminilias

Corning CMT Gaps Il. Las sondas se disolvieron en DMSO al 50% para asegurar
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una alta calidad de impresién. También se incluyen en el arreglo 10 diferentes
DNAc de Arabidopsis thaliana {Stratagen Spotreporter). Los RNAm de las sondas
de arabidopsis facilitan su utilizacién como controles durante la hibridacién del

microarreglo.

APENDICE B

Secuencias diferenciales obtenidas con el método de Differential Display

Banda Ap1-7

1
51
101
151

TACAACGAGG
GACAAACACT
CAAATAGAAA
TTTGGATGGT

Banda Ap5-14

1
51
101
151
201
251
301

GAACCAATCC
TTTGCTAAAG
TCCAAATAGT
AAGTATCGGT
AAAADAANTG
ATTAAAAGAC
GTTTTAACGG

Banda Ap5-15

1
51
101
151
201
251
301

GGACACCAAT
ACAGTAGCAA
ACACAATGTT
GTGAATACAC
TGAGTGATAT
GGAAATGTCT
AGGACTACAG

Banda Ap5-19

1
51
101
151

GGRACCAATC
AACAAAACAA
AAACAACAAT
CATTGCTGTA

CTTAATGTGA
GATCTCTAAG
TGTTGAGATG
GATGGTGATG

CTTACTATTC
TTGAAAGTAG
ATCGGTCGAT
CGATGGGACA
GAACCAATCA
TGCAACAAAG
ATTAATCG

CAGGAGTGTC
TCATGGACTT
TTTATGCTCC
CTTGAATAGA
TCAAAGCTTC
CATCATAGCT
ATCCAGTCTT

TACAAARAADA
ARAAACCAARAR
AAAGACAGAC
CTCTTCCCGG

GAGCCGAGGA
AAGGCACTAC
AATTGTTGTA
GTGATGCGAT

ATTTCTTCTC
GAAAATAGTT
GGGACATATG
TATGAAAAAR
GTCAAAAATC
CTAGTTCTAA

CTCCCTAGGA
ACTCTCTAGG
ATGGTGTCTC
TAAATGAGTG
ACTCTTGATA
TTACTCTGAA
CAGCCTGCCT

CAAADAACAA
CAACAAARARA
ATGTATAAARA
TGATTGGTTC

AGTGTTCAGT
AATCAGACAG
CCTTTTAGGA
CCCCTCGTTG

TTTCTCTTTT
TTGGATATCT
AAAARAAARAA
AARARMAACGG
CGAGTCACCC
TCCTGGATGA

GCAAGAGCAC
CCCAGAGTTT
CTGAGTCATA
AACAGTAACC
CAAAAGCACA
TCAACTACAA
TTACGATGGG

AAAACAAAAD
AAAAAACTAT
CTACTTATAA
C

AATCTAGTTT
GTGGTCTTGG
GACTGTATAT
TAA

CCTTTTTCCA
TTTCTTGTTC
AACAAAADDD
AACCAATCAA
TTAAAAGAAG
CTTGTTATGG

CTGGTAATTC
CACAAARAAC
GAGACACCGT
AGAGTAAGGT
CCTCCATATT
CCACCAATCA
GTTCC

AATAAAACAA
CACCACCACC
AAAAACCTCA
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Ap6-7

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

AAACTCCGTC
CAATTTGTTG
CTTTCTTTTA
TTACTTATTT
ADAAGGGTTTG
GAGTTAGTTA
TCTTACTGTT
ACARATGAAA
GTGAAAMAAG
CCGTCTCCGG
ATCGGTATTG

Banda Ap7-1
1

51

101
151
201
251
301

Ban
51

101
151
201

251
301

GAACCATCAG
AGTAGCAATC
ACAATGTTTT
GAATACACCT
GTGATATTCA
AATGTCTCAT
ACTACAAATC

da Ap7-7

GAACCAATCC
TTGCTAAAGT
CAAATAGTAT
GTATCGGTCG
AAMAMATGGA
GAGTCACCCT
CTAGTTCTAA

Banda Ap7-13

1
51
101

AACAAGCTAA
CCCAAGACAG
GTCACACAAC

CAATATTTTT
TCACCTAATT
TGAAATTAAT
AATATTGTTA
GAAATGATTA
GGAAAGTGGT
TGTAAATTAA
AAGCCGAGCG
GAGAGATAAA
CAAAAGACAR
ARAMAGAGAT

GAGTGTCCTC
ATGGACTTAC
TATGCTCCAT
TGAATAGATA
AAGCTTCACT
CATAGCTTTA
CAGTCTTCAG

CTTACTATTC
TGAAAGTAGG
CGGTCGATGG
ATGGGACATA
ACCAATCAAA
TAABAGAAGA
TCCTGGATGA

TCAGATGACC
CCCAAAARGA
GTATGTGGAG

AAAATTTTTA
TCTTGTTTTT
CCTTTGTGGT
TATGAGCAAA
AAGAATTATT
ATATAGTTAG
ARAACAAAAC
AAAATAAATT
CCATGGTAGC
ATCGCCATTC
TATTATGGAA

CCTAGGAGCA
TCTCTAGGCC
GGTGTCTCCT
AATGAGTGAA
CTTGATACAA
CTCTGTATCA
CCTCCCTTTA

TTTCTTCTCT
AARRATAGTTT
GACATATGAA
TGAAAAAAAA
AAANAADATGG
TTARAAGACT
CTTGTTATGG

GACAGACCAA
GAGCCGAATC
A

ATGGTAAATT
TTGTTTCTAA
TTTTTAAAAT
TTTCTAGTCA
TARTTTAATA
TATAAGTAAG
AATCCGCCAA
ACACAAATTA
AACGAAAACA
CAAAAGAATT
CTGAATGACG

AGAGCACCTC
CAGAGTTTCA
GAGTCATAGA
CAGTAACCGA
AAGCACACCT
ACTACAACCA
CGATTGGTTC

TTCTCTTTTC
TGGATATCTT
AARDDAAANR
AAAAACGGAA
AACCAATCAG
GCAATGTCAT
GTTTTAACGG

CGAGGGAGGG
AACRAGACAC

CTTTAATCCT
GATGGTTATT
GTATTATTTT
TTTAAATCAC
CGCTAAGATT
AAGTAAGAAT
CAAAAAACAA
AAATGGTAAA
ARRANAGGTTG
CTTTGATGCG
GAGTTTA

GGTAATTCAC
CAAAAANCAC
GACATCGTGT
GTAAGGTTGA
CCATATTGGA
CCAATCAAGG
CAATCG

CTTTTTCCAT
TTCTTGTTCT
CAAANARADDD
CCAATCAAARA
TCAAAAATCC
TGCAACAAAG
ATTAATCG

GCCCGGAAAC
TGGCACGTAG
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APENDICE C

Nivel de expresion con desviaciones estandar de los genes desconocidos que

cambian cuando se comparan las células cromafines tratadas con NGF vy las

células cromafines no tratadas. Los datos se obtivieron con el programa de

analisis BAGEL.
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APENDICE D

Nivel de expresion con desviaciones estandar de los genes desconocidos que

cambian cuando se comparan las células cromafines tratadas con CM-EBF y las

células cromafines no tratadas. Los datos se obtivieron con el programa de

analisis BAGEL.
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APENDICE E

Nivel de expresitén con desviaciones estandar de los genes desconocidos que
cambian cuando se comparan las células cromafines tratadas con NGF y las
células tratadas con CM-EBF. Los datos se obtivieron con el programa de analisis

BAGEL.
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Chromaffin cells exposed to extremely low frequency magnetic fields (ELF MF, 60 Hz, 0.7 mT) differentiate into sympathetic
neuron-like cells. This complex process must involve both qualitative and quantitative variations in gene expression. This study
oks at whether ELF MF treatment provokes changes in the global transcription profile of chromaffin cells, using the

T-Differential Display method. When the gene expression patterns of experimental groups (nerve growth factor (NGF) and ELF
MF) were compared to those receiving no treatment, at least 53 transcripts showing diflerential expression were detected. Eight
6 T-PCR products, corresponding to six genes, were re-amplified. sequenced and compared with the rat gene bank. Sequence
7 alysis showed that these genes most likely encode: phosphoglucomutase-1, neurofibromatosis-2 interacting protein, microtubule

8  associated protein-2, thiamine pyrophosphc:.uese. and two unidentified hypothetical proteins (RNOR02022103 and

r electromagnetic field-dependent gene expression.

9
0
1 © 2004 Published by Elsevier Ltd.

2 “ywuru’s.’ ELF MF; Differential display; Chromafhin cells; NGF

ORO01044577), and that the presumed regulatory regions of these genes contained CTCT-clusters, which are thought to be required

3.. Introduction

Chromaffin cells have been used extensively as models

.) study differentiation. Several reports have shown that
such cells can change from an endocrine phenotype to a
7 gmevimpathetic neuron-like phenotype wien stimulated
8 ith either NGF or ELF MF (Black et al., 1986:
9 Drucker-Colin et al., 1994; Unsicker et al., 1978). We
0 ave recently demonstrated that ELF MF neuron-like
I‘iﬂerentiatcd cells from Wistar neonatal rats predomi-
nantly form dopaminergic cells (Verdugo-Diaz et al.,
998) and develop neurites with a large number
tyrosine hydroxylase-positive wvesicles. as well as
augmented neurofilaments (Feria-Velasco et al., 1998).
It has also been shown that this differentiation pro-
‘:ss largely depends on L-type Ca* channels (Morgado-
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. Abbreviations: EMF. Electromagnetic ficlds: I:1 1" MF. Extremely
1 low frequency magnetic fields; NGF. Nerve growih {actor.
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Valle et al., 1997). Thus, it can be expected that EMF
stimulation will result in the induction of a variety of
biochemical processes and changes in gene expression,
leading to short and long term effects on cellular behav-
jor (Goodman and Henderson, 1988; Jacobson, 1994;
Phillips, 1993). Exposure to EMF additionally alters cell
growth rate and decreases synthesis of both mRNA
and proteins (Czerske et al., 1991, Goodman and
Henderson, 1988; Liboff et al., 1984; Marron et al,
1988; Phillips et al., 1991; Takahashi et al, 1986).
Changes in the cell surface and induction of nerve
regeneration have also been observed (Sisken et al.,
1990). Modification of intracellular processes, such as
membrane reorganization and redistribution of ions and
other small molecules (Goodman et al.. 1993), also
accompanics the process.

The mechanisms by which magnetic fields induce
functional modifications are not fully understood.
Concern about the potential health effects of ELF MF is
due in part to the fact that some epidemiological studies
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suggest an association between certain neoplasms,
especially childhood leukemia. and exposure to such
fields (Shahidain et al., 2001). With regard to the modi-
fication of gene expression by exposure to ELF MF, it
has been found that magnetic fields increase the binding
of transcriptional activators to their cognate sequences,
and several hypotheses have been put forward to
explain how this is achieved (Blank and Goodman,
2001; Goodman and Blank, 2002).

The present study attempts to identify genes that
could be involved in ELF MF-induced chromaffin cell
differentiation. To this end, we used the mRNA differ-
ential display method. This experimental approach
allowed the analysis of a large number of expressed
transcripts, thus we were able to show the existence of
specific patterns present exclusively in ELF MF treated
cells. In order to gain a better insight into the selectivity
of ELF MF clicited patterns, we also analyzed the
expression profile of NGF treated cells.

2. Materials and methods
2.1. Chromaffin cell cultures

Adrenal medulia cells from 80 neonatal rats (Wistar,
1-3 days old} were obtained and homogeneous chroma-
fiin cell peliets were prepared from them. Enzymatic
dissociation was carried cut using 40 mg/ml collagenase
(Worthington, Type I) and 15 mg/ml deoxyribonuclease
I (Sigma, Type II) in a calcium-free Spinner’s Saline
Solution (Sigma, product No. H2387) for 45 min at
37 °C with continuous stirring (Unsicker et al., 1978).
The tissue was mechanically dispersed with a Pasteur
pipette and the cell suspension was centrifuged for 10
min at 900 rpm at 20 °C. Both chromatffin cell viability
and purity were 95% (as determined by the trypan blue
exclusion method, counting cells with a Neubauer cham-
ber). The cell suspension was plated over fifteen 35mm
Petri dishes (1 x 10° cells per dish) and divided into three
experimental groups (5 per group). The culture medium
was Dulbecco’s modified Eagle (DMEM. Gibco) supple-
mented with 10% fetal bovine serum (Gibco), 4.5 mg/mi
insulin (Sigma). 100 U/ml penicillin (Sigma), 100 mg/ml
streptomycin (Sigma), and 2.5 mg/ml fungizone (Gibco).

2.2. Experimental groups

Three chromaffin cell groups were prepared: (1) con-
trol group, chromaffin cells without any stimulation, (2)
NGF group, cells cultured in the presence of 50 ng/ml
NGF added to the culture every three days, and (3) ELF
MF group, cells exposed to ELF MF stimulus, 0.7 mT,
60 Hz. The first two groups were placed in a separate
incubator to prevent exposure to ELF MF. Cells were
grown for 7 days in a mixture of 5% CO./95% air. at
37 °C. The culture medium was changed every three
days.

2.3. ELF MF treatment

The cultures exposed to ELF MF were placed in
an incubator with acrylic supports and two pairs of
Helmholtz coils, as previously described (Drucker-Colin
et al. 1994). Each coil consisted of 1000 turns of
enameled copper wire (22 mm diameter) contained in
plastic boxes {10.5x 10.53%3.5 cm). The coils generated
a vertical magnetic field over the dishes (resistance of
10 ohms and inductance of 83.23 mH) in the form of a
sinusoidal wave with a frequency of 60 Hz and ampli-
tude of 0.7 mT. The magnetic field background was
0.44 pT. Petri dishes were placed between two coils at a
distance of 21 cm and the magnetic field intensity over
each dish was measured with an Electromagnetic Field
Radiation Tester (Lutron, EMF-827). Chromaflin cells
were exposed to ELF MF (as described by Drucker-
Colin et al.. 1994) for 4 h a day for 7 days (2 h in the
morning and 2 h in the afternoon), beginning on
the second day of culture. As a control, we alternated
the use of the incubators (switching the Helmholtz coils)
so that the three groups were incubated under exactly
the same conditions.

2.4. Total RN A isolation

RNA isolation was carried out following the manu-
facturer’s protocol (TRIzol, Gibco BRL). RNA samples
were suspended in 20 ul RNAse-free water (DEPC).
Total RNA was analyzed on denaturing (1 x MOPS and
6.6% formaldehyde, Gibco BRL) 1% agarose gels
(Gibco BRL) and quantified at 260 nm.

2.5. Differential display

A reverse transcription (RT) reaction was carried out
with 4 pg total RNA from each group (#=3), using an
anchored primer (T;G) and 1 U of reverse transcriptase
enzyme (Gibco BRL). For each RT product, PCR
¢DNA amplification was performed. The reaction mix-
ture was brought to a final volume of 20 pi with an
adjusted concentration of 2.5 U Taq Polymerase II
recombinant enzyme and 2.0 mM MgCl, (Gibco BRL)
plus the anchored primer T,,G and one of the nine
arbitrary primers (Apl. TAC AAC GAG G; Ap2. TGG
ATT GGT C; Ap3. CTT TCT ACC C; Ap4. TTT TGG
CTC C: Ap5. GGA ACC AAT C: Ap6. AAA CTC
CGT C; Ap7. TCG ATA CAG G; Ap8. TGG TAA
AGG G: Ap9. TCG GTC ATA G) (Peng et al., 1995).
PCR was carried out as follows: denaturing at 94 °C for
0.5 min. annealing at 42 °C for 1 min, and extension at
72 °C for 0.5 min for 45 cycles (Liang & Pardee, 1992).
Samples of each PCR reaction group were electro-
phoresed on a 6% native polyacrylamide gel of 10x
20 cm, as described by Peng et al. (1995). Differential
bands were compared using the ImagenQuant Software.
which quantify the intensity of each band on the gel and
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6  standardize all the values according their background.
7 Qﬁosen bands were recovered and re-amplified by PCR

ing the above conditions. PCR re-amplified fragments
9 were run on a 1% agarose (Gibco BRL) gel and cDNA
0 QS purified with a QIAEX II Gel Extraction Kit

1 iagen). Samples were stored at 4 *C until cloned.

a0

2 6. Northern blot

3 Twenty ug total RNA obtained from each chromaffin
4 1l group was run on a denaturing (1 x MOPS and 6.6%
5 aldehyde, Gibco BRL) 1% agarose gel of 11 x 14
6 Cm. The gel was run for 2 h at 80 mV with 1 x MQPS
7 _and transferred to a nylon membrane (Gene Screen plus,
8 pont). Prehybridization was carried out for 2 h with
9 x 8SC (Standard Saline Citrate, Gibco BRL), 5 x Den-
0  hardt’s, 50% formamide plus 85 pg/ml salmon sperm
1 A (Gibco BRL). 100 ng of the re-amplified cDNA
2 mples were labeled with 50 pC a**P-dCTP (NEN)
3 using a random primer labeling kit (Life Technologies).
4 ¢ membrane was hybridized overnight at 42 °C, with
5 € previous pre-hybridization solution plus 1 x 108 cpm/
6 ml labeled probe. The membrane was washed once in
7 SSC pius 0.1% SDS at room temperature, and twice
8 ith 0.1 x SSC plus 0.1% SDS at 42 °C (Fourney et al..
9 1987). The membrane was exposed to X-ray film
‘odak), which was developed after 2 days.

1 2.7. DNA sequence

2 .The differential bands were cloned in T-vector,
3 amplified in pBSSK® plasmid (Invitrogen) and
4 _gequenced in an automatic sequencer from Applied
5 Qosystcms (Perkin Elmer), ABI PRISM™ 310 version

6 .2, using the T7 primer (GTA ATA CGA CTC ACT
7 _ATA GGG).

8 3. Results

. Low frequency magnetic fields modify gene
0 Cxpression in chromaffin cells

o

1 Gene expression in differentiated chromaffin cells was
alyzed using the differential display method, with four
primers (Apl, ApS5, Ap6 and Ap7) showing at least 53
pferential bands between groups (see Fig. 1-A). Arrows
5 dicate the bands chosen for further analysis: Apl-6,
6 Apl-7, Ap5-13, ApS5S-14, Ap5-17, Ap6-7, Ap7-7 and
7 7-13 (they were named according to the primer that
8 s used). Sequencing of specific fragments and
9 comparison with the rat genome sequence, accessed
0 ough the Ensembl Data Base (www.ensembl.org on 4
1 cember 2003), revealed that six RT PCR products
2 were down-regulated by ELF MF, as follows: Apl-7
3 rresponded to a predicted protein RNOR02022103
unknown function, Ap5-15 and Ap7-1 to
phosphoglucomutase-1, Ap5-19 to neurofibromatosis

T Olivares-Bariuelos et al. | Cell Biology International 00 (2004) 1-7 3

2-interacting protein, and Ap5-14 and Ap7-7 to
microtubule-associated protein 2. Two up-regulated
transcripts were chosen: Ap6-7 corresponded to
thiamine  pyrophosphokinase, and Ap7-13 to
RNORO01044577 hypothetical protein. Northern analy-
sis of total chromaffin cell RNA, probed with Ap5-15
and Apl-7 cDNA fragments, validated the observations
obtamed (Fig. 1-B) from differential display.

The expression patterns from the 53 transcripts are
presented in Fig. 2, showing that down-regulation is
more prevalent in ELF MF and NGF-treated cells than
in controls (Fig. 2-A, B, C and D). With respect to the
up-regulated genes, Fig. 2-B shows that there is a
conspicuous group of eight transcripts whose expression
is particularty increased in ELF MF treated cells. Con-
versely, Fig. 2-A and C show a group of up-regulated
transcripts that 1s peculiar to NGF treated cells. Repro-
ducibility of results is evident from the standard
deviation that was obtained, indicating that neural
differentiation is accompanied by changes in gene
expression.

3.2, Analysis of the 5 regulatory region of ELF
MF-regulated genes

In order to determine the presumed regulatory
regions, known as Electromagnetic Response Elements
(Lin et al., 2001}, of the six genes whose transcripts were
regulated by ELF MF treatment, we analyzed a 1000 bp
sequence located in the 5’ region up-stream of the ATG
coding sequence of each reported gene. As Fig. 3 shows,
the presumed regulatory region of the six analyzed genes
contained CTCT sequences. The RNOR02022103 pre-
sumed regulatory region contains 12 CTCT boxes within
the first 500 bp, and 18 boxes in the 1000 bp. The 1000
bp representing the regulatory region of the rest of the
identified genes carry a vanable number of CTCT
motifs, from 8 to 10 (Fig. 3), and in most cases a cluster
of motifs 1s found within the first 500 bp. As a control,
we determined the number of CTCT boxes contained in
the regulatory region of the constitutively expressed
actin and Histone-2 genes; in these cases, only 2 to 3
boxes were found in the first 500 bp region.

4. Discussion

Chromaffin cells constitute a2 model of cellular differ-
entiation that has been widely studied (Drucker-Colin
et al., 1994; Unsicker et al., 1978). It has been shown
that ELF MF treatment elicits a process leading to the
differentiation of chromaffin cells into dopaminergic
neuron-like cells (Verdugo-Diaz et al., 1998) presenting
an increased number of neurofilaments (Feria-Velasco
el al., 1998) in neonatal Wistar rats. This trans-
differentiation process is complex and implies important
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60  Fig. 1. (A) Representative silver-stained polyacrylamide gel of differential expressed transcripts from chromaffin cells. The cDNA was amplificd with
61 an anchorage primer (T,,G) and 4 arbitrary primers (Apl. Ap5. Ap6 and Ap7). The expression pattern of transcripts from 3 experimental groups

6 as observed: (lane 1) control (without stimuli); (lane 2) Nerve Growth Factor (NGF, 50 ng/ml); and (lane 3) Extremely Low Frequency
63 lectromagnetic Fields (ELF MF. 0.7 mT. 60 Hz. 4 h/day). The arrows indicate the re-amplified and sequenced bands. Quantitative analysis of
64 differential bands was performed using Image Quant Strom software. Primer sequences: Apl: TAC AAC GAG G; Ap5: GGA ACC AAT C; Apé:
65 a0 AAA CTC CGT C; Ap7: TCG ATA CAG G. (B) Representative Northern Blot assay of two re-amplified bands: Phosphoglucomutase-1 (Ap3-13)
6 nd RNOR02022103 (Apl-7) from each of the experimental groups (1, 2 and 3). Actin controls are shown at the bottom.

42‘:10diﬁcations [0 gene expression are occurring, as was
43 onfirmed by this study.
44 For example, Fig. 1-A and Fig. 2 show sharp differ-
:n:ces in the transcriptional profile of the cells, due to
odifications in 33 transcript expression patterns. The
47  fact that 30 transcripts had decreased expression indi-
4 ates that down-regulation is prevalent in both ELF MF
4 nd NGF-treated cells. This suggests that the differen-
50 tiation process clicited by these two factors causes
51 hanges in cellular programs, turning ofl expression
5 f complete sets of genes. Similar results have been
53 reported by Angelastro et al. (2000) with PC12 NGF
54 atreated cells. Other genes are over-expressed, so the
5‘0mbination of the two may be responsible for the
56  process.
57 The metabolic pathway involved in each stimulus is
5 ifferent, as shown by the comparison of the expression
59 profiles of ELF MF and NGF-treated cells in Fig. 2.

Although in both cases down-regulation was predomi-
nant, it appears that a set of up-regulated genes was
conspicuously increased in ELF MF treated cells (Fig.
2-B). Conversely, Fig. 2-A and C show a group of
up-regulated transcripts peculiar to NGF treated cells.
Taken together, these results indicate that ELF MF
treatment produces specific modifications in the gene
expression profile, which are different to those obtained
with NGF. Identification of the genes whose regulation
is specifically increased by ELF MF treatment will surely
shed light on the nature of the signal transduction
pathway needed for ELF MF-dependent differentiation.
It 1s worth mentioning that the ELF MF treated cells, as
a control, were cultured in an incubator that had been
used for control and NGF treated cells in a previous
experiment.

Modification of gene expression after ELF MF treat-
ment has been reported in other systems. For example,
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35 Qukemic and normal T-lymphocytes modified the
R6 xpression of c-myc, c-jun and c-fos in sea urchins,
37 although no change in expression pattern was reported
38 alcer-Kubiczek et al., 2000; Lyle et al., 1991).

34 It is thought that exposure to ELF MF induces a
00 stress response (Lin et al., 1999). Of the six genes that we
o1 ere able to identify, the only one that has been related
02 o stress is that encoding phosphoglucomutase type 1.
93 This enzyme participates in galactose metabolism,
04 nverting galactose to glucose-1-phosphate, and it
05 as been reported that the yeast gene encoding
06 phosphoglucomutase-| reduces its expression after stress
07 eatments (Hirata et al., 2003). These results suggest
98 at ELF MF chromaffin differentiated cells could
9 change the expression profile of genes whose products
0 ¢ related to a stress response.

1 That low frequency electromagnetic fields induce
2 increased gene expression through the action of CTCT
3 inding sites has previously been proposed (Lin et al.,
4‘)01). It has also been shown that a 900 bp region
5 containing eight CTCT sequences within the fragment
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was capable of promoting ELF MF-induced expression
of CAT or luciferase reporter constructs. Furthermore,
it was found that the presence of even one CTCT site
was sufficient to sustain a 1.5-fold increase in CAT
response (Lin et al., 2001). Thus, it has been concluded
that these elements play a crucial role in ELF MF-
induced gene expression. Considering these proposi-
tions, analysis of a 1000 bp zone, located at 5’ region of
the ATG from the full coding sequence, was performed
to determine the CTCT sequences therein.

As Fig. 3 shows, the presumed regulatoery regions of
the six analyzed genes contained CTCT sequences
within their first 1000 bp. The identified genes of
phosphoglucomutase-1, microtubule-assaciated protein
2, thiamine pyrophosphokinase, RNOR01044577 hypo-
thetical protein, and neurofibromatosis 2 interacting
protein carry a variable number of CTCT motifs, from 8§
to 10, in the 1000 bp (Fig. 3).

However, the control genes that are not regulated by
ELF MF (histone 2 and aclin) contained a similar
amount and distribution of CTCT sequences to some of
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20 the ELF MF-dependent genes. Thus, a more careful
30 analysis will have to be performed in vrier 10 sstablish
3 he role of the CTCT boxes. Most interesting was the
132 nding that two genes showed a cluster of motifs within
33 the first 500 bp. In particular, the RNOR02022103
i redicted promater sequence contained |8 CTCT boxes
3 1000 bp (12 boxes in 500 bp). This number far exceeds
36 the one found for c-myc promoter (eight boxes in 900
137 p) (Lin et al., 1999). In contrast, the regulatory regions

3 f the constitutively expressed actin and histone 2 genes
39 have only three CTCT boxes in the first 500 bp region.
40, Thus, it can be speculated that the organization of the

41 romoter region of ELF MF regulated genes containing
42 clusters of CTCT boxes could be essential for their
43 gainduced expression. However, other sequences that play
i role m the ELF MF transcriptional response must also
45 be present, since, as mentioned earlier, not all the
46 gestudicd genes show CTCT clusters. Although the pres-
4 nce of the CTCT motif has been associated with
48 increased ELF MF-dependent expression, our results
49 gashow that RNOR02022103 responds to ELF MF treat-
5 ent with a 40-fold decreased expression compared to
51 control cells. Thus, it seems plausible that CTCT ele-

ments could participate in either up- or down-regulation
responses. Similarly, the CTCT motifs present in the
phosphoglucomutase gene could participate in its
diminished expression after ELF MF treatment.

Taken together, our results indicate: (i) that ELF MF
treatment elicits a peculiar transcriptional response,
qualitatively different to that elicited by NGF, and (ii)
that there is an increased density of CTCT elements in
ELF MF down-regulated promoters. This observation
supports the proposition that the large repulsive forces
generated by ELF MF could cause a physical modifica-
tion of the DNA structure of the region (Blank and
Goodman, 2001), which could either favor or hinder
transcription.
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Extremely low frequency electromagnetic fields (ELF EMF) have a wide variety of

hromaffin cells i vitro show morphological and
biochemical changes when exposed to ELF EMF similar to those produced by nerve

e, however, there are no studies comparing the effects
of ELF EMF stimulation with those produced by NGF on the morphological and

mbrane excitability, and

effects in biological systems.! Rat ¢
growth factor (NGF).2 To dat

ultrastrucrural phenotype, on catecholamine release, on me
on gene expression of cultured chromaffin cefls.

EL

afternoon.

ELF EMF stimulation produced neurite growth of cultured chromaffin cellsina
posure. The combination of the two procedures did
not induce changes above those observed by NGF alone.? Cells stimulated with ELF
C extensions with a greater number of varicosities.
bserved, both in the cell soma and in their neuritic
and EMF-treated chromaffin cells released (*H}-noradrenaline
depolarizing concentration of KC1.2 Levels of catecholamine
ed by high-performance liquid chromatography showed that
cased more dopamine than adrenaline, while chromaffin
undifferentiated cells released more adrenaline than dc:npamim:5 (FiG. 1C). Na* current

nt than that seen in NGF-

manner similar to that of NGF ax

EMF presented straighter neuriti
Numerous neurotubules were o
extension.* Both NGE-
equally in response to a
on media culture detect
differentiated cells rei

density of EMF stimulation increased, but to a lesser exte
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NGF; catecholamine release; calcium

Cuitures of postnatal rat chromaffin cells {differentiated by 50 ng/mL of NGF or
F EMF for 7 days) were prepared as described by Unsicker er al.3 The ELF EMF
stimulation was applied daily at 60 Hz, 0.7 mT, for 2 h in the morning and 2 hin the
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treated cells (FIG. IB). When the L-Ca®* channel blocker. nifedipine, was applied
simultaneously with ELF EMEF, differentiation did not take place, but it did when an
N-Ca=* channel blocker was used. In contrast, none of the Ca** channel blockers
prevented differentiation in the presence of NGF® (Fic. 1A).

Finaily, the analysis of gene expression using the RT-DD method and 9 arbitrary
primers and | anchorage primer showed at least 53 differential bands. Three differ-
ental bands expressed only in the ELF EMF group and 2 bands that decreased were
reamplified, cloned, and sequenced (Fic. IE). The specific sequances of EMF are
not found in the Gene Bank and those that decreased by the stimulus show sequences
simifar to MAP-2 sequences.

It is assumed that elevations of intracellutar CaZ* are critical in inducing long-
term changes in neurons. Indeed, agenis that elevate intrace]lular Cat trigger gene
expression’ and induce differentiation and growth.8 Our results suggest that the
enhancement of Ca** currents and the differestial gene expression could be some of

the mechantsms of action that EMF induce in order to produce the differendation of
chromaffin cells in culture.
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FIGURE L. (A) Percentage of chromaffin cells that differentiate into the neuronal cell
type. The effect of Ca** channel blockers on neurite outgrowth induced by ELF MF is shown.
(B) The enhancement of lg; under ELF MF stimziation. Superimposed traces of the same
cell under 2 uM nifedipine and 100 pM cadmium Voltage step 10 10 mV from ~80 mV. (C)
Levels of adrenaline and dopamine in the supernatant of undifferentiated and differentiated
(with NGF or ELF MF) chromaffin celis. (D) Photomicrograph of a cultured chromaffin cell
showing a typical example of neurite-like growthunder ELF MF stimulation for 7 days. (E)
Ditferential expression obtained for 5 bands by the differential display method.
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