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RESUMEN 

Las células cromafines de rata neonata adquieren un fenotipa.·neuronal cuando son 

csiimulallas durante siete días con can1pos, m~g~tfticos ·(C!vÚ de 7 G 'de inten,;idad. y·~-º .Hz 

de frecuencia Esta neurogenización es· similar; ~ •• 1~,;.~.~~~?':~~a e.n')ª.~~;c,éi:~la~.·.tr~~.~~~s. con 

factor de crecimiento nen:ioso (NqF), En., est~ \trabajo;¡ se:; in_vestigó5 i;nediante .téc'nicas 
• · -, -- '· .. -~-. ,: · ~ .>.,.~'{_'.-: :-~~-.:··1 ·:·,!~'.-'. -~~"':Y<-,.-~.!>~:,_:~~,';:,~-_~.-:.:~~~~ ~.:;:~1~"-.. ;~w:..:i-:.·, :~~>~'~;~: ,_,_-:<:·.1•• ·'·.' ,:::_-:- •• >::'.'; :-- · ·-· :· 

formacolócicas s1 los canales·. de· calcio ·sensibles a .voltaje.se· encuentran involucrados en el 
- · " · :_,: · __ , ::_-~ -: ·' ,::;,.;:- -.. , , ~:/·-: ., :~~:.:¡ .. ~ ... :.:::.- _,:·f" ~,:·~(~<~->t::: ::;-~;-'~~c.. ~~;·x::·'n··-~·;:-:··;:::'3~:.: ~:-~~'.:\._:··)(e -.~:.~:~k: .'::~.\~.> -- ',..: .: 

mecanismo de neurogemzac1on .m_ediada 'CM. -S~ :eahzaron·~-~lu~:~s,d,~.:c,;,1.ulas cromatmes 

de ratas de. 1-3 ?fas de,.n,acidás: 'L~s"éélulás''S'e··m~iú&~;¡~~bh,~n'\~ulti~·ó dúrant/~~¡t~ días. en 

pre,senc ia,A~ , Ijq,~·~':':M!~ ~i-~~.t_r~f téi~:~~~~:f':'$,?f Kt~~f a?i'i.;';~n' ~e'~ane~a '~;Ó~j;,~~('de,sde 'el 
segundo día de:cultivci) _oloqu"ridóres:'orgániéos;~C!e'.cimales de calcio Ye el agonista de los 

canal~sd~.,~i;Ú~~~m~g\~':¡'~~~~l,~~it~~é~~~~~¿;.i~···j~~·inn!un~tinciÓn .·~~-~·.ªº;¡~~<!rp~~~tic 
tirosina·· hidroxilasa;"·se '·cuantificó'. el 'porcentaje' de· :neurogenización. obtenido;, por. conteo 

<: . ,: ;, ~· : .. ; >~~:-.-::<·.':? · :·,: .. :>.;, ·:_,:·::::',)<·;:; ;}:::r<·,,.~-st>;;:-:.:::~· .-')v-;;:-·' .. ::~:~: - <:<'.: ·. ·· . ··- · - ' · --
en el. niiCroscópió' deF:número •'de· é:'élulas foeurogeniiádas respecto, al número· total· lle . 

:/\ .. ,·~' .. <:.··."·::::::·~.::':('.:"!¡·'·~.'../'·'.'·.'f.;\~~;~,}~7/1'0:,'.{,.::i.:·>{_".'.'././, ... ·~'-c,: .·.,~-·· _· .. · .. ·· -, . . .. ·:··. :_. -· - ;: 

eél u las. Además.se midió .la I~nghud: ~e• las ,neudtas en cada condición .. mediante el· uso lle 

;:,,º~:~:;~:j::~Jr~Jj~~~¡f g§~~~~~!:.t;:::~~;:":::::: : .::~:~:·:: 
'11-norndrenalina.Co.sre,,ultadosindic':J.rÓn .• que_.eINGF.Y el CM producen un porcentaje. 

:::~::.~~~~ªl~i[t¡~~f ~~~~~~i:~,~=::~:::~::::~=n ~:¡;~;:~:!:•· 
bloqueallor:lle ea11ales:de•calció;,'tipo.N; ct>'-conot~xina .<?·5 o l .. µM) no p~odu10 .~Íngún · 

efocto.sign(tié~~i~,~~~~~x~r~ef.~?~~~¡~E1~;:iid,.~iE:Lf:fr~oF oCM. El .. a~~lli~_ta~~(~f.~~·'is, 
tipo L.:.. ~a;.~~~-~86_..J::·f-~Pr<?~uj0/4'n.\-iitCté~c;~tÓ) ·~!.1 ·: ~I/ porce.ntaje de neu.rogenización J;!ñ 7-: laS_ 

:~:::;:,;,~¿~~~~~f ~~¡~~11 t~}f J¡~f ~ ·~::j:~~do d~:;'';!~[!tll\"~~::~t::: 
ni t<:lli pin" :v:á' ·~~f~~?,?~,~~.).i~~;:t:~~r~~2;~n~,ontrar'?r .. _d i feréncias .significativas. C::n ··c1 'pbir,~i.11. de 

lihernciün' de .11-n'úrallreitalina 'inll,ucida :·~or.XCI. entre· Jos ·diti!rentes grupó;;:La prcsc11ci" 

lle nifollipiÍ1a de malli!~; ~~ud::i,~·~:ra.n~~~l·p¿lso,iiespolarizante d;, KCI, inl;ibió de nlrinera 

signiticativa la liber;~ÍórÍ ¡j~· 'H~no~ad~ella'iina sólo en algunos grupos. 
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INTRODUCCION 
Todos los sistemns biológicos están sujetos constantemente a diversos tipos de influencias 

quimicas. abarcando desde honnonas y factores de crecimiento. hasta toxinas. Estas sustancias pueden ser 
producidas por la célula misma o recibidas del entorno. Los mecanismos a través de los cuales actúan estas 
sustancias son múltiples y con frecuencia no se conocen del todo. Sin embargo~ todos estos estímulos 
compancn un fhctor común: la interacción con un receptor. 

Recientemente. el estudio de estímulos físicos y sus efectos en los sistemas biológicos ha cobrado 
especial ilnponancia. Entre ellos. Ja estimulación electromagnética ha sido ampliamente estudiada. debido a 
las diversas respuestas biológicas que es capaz de producir. La principal diferencia entre los estímulos 
químicos y los físicos. es que la estimulación tisica no ejerce sus acciones sobre receptores específicos. 

l. SISTEMAS DE SEÑALIZACION CELULAR 

En una célula c!'xisten proteinas especializadas llamadas receptores. las cuales se encuentran 
localizadas en Ja membrana celular o en el citoplasma. dependiendo la naturaleza de su ligandO .. Estos 
receptores son capaces de unir con alta afinidad moléculas como hormonas. factores de crecimiento. 
neurotransmisores. etc. 

Cuando se trata de un receptor membranal. la unión de su ligando puede tenef..·dos erectos: la 
entrada de iones a la célula. o la activación de sistemas específicos de transducción de sei\ales . En el primer 
caso se dice que se trata de un receptor ionotrópico y en el segundo. de uno metabotrópico. . · .. 

En el caso especifico de los receptores metabotrópicos. Ja formación del complejo ligando-receptor 
desencadena dentro de Ja célula una serie de reacciones que en conjunto se denominan cascadas de segUndos 
mensnjeros. Estos receptores pueden ser clasificados en dos grandes categorfas: 

1. Receptores acoplados a proteínas G: estos receptores se encuentran acoplados a una proteína .. que une GTP 
para activarse. Las proteínas G. a su vez pueden activar o desactivar a enzimas efectoras como a) lri adeililato 
ciclasa que transforma el A TP a AJ\.1P cíclico (AMPc}: o b) la' fosfolipasa C (PLC). . . . , ··. 

a} Adenilato ciclasa 

El resultado final de la actividád de.·c!sÍ~ enzima es la formación de AMP~· y.:b·~~,"··~~~.~·~,i~~-iC~~~ un 
aumento en su conccntració.n intracelular., Los .. niveles int~acelulares de AMP.c.·.;csoO~.:~e~~Ja.~o~. p~'f:· una 
fost'Odicsterasa dependiente de ~a:· -calrilodulina. - . ' .. · · ·~ ·.:<:; !.~~;:.~.L::.:~.:, ;;.';~2'.:·:.:o·-:,\> .,.- , .... 

El AMPc activa a una protei~a cinaSa dePen.diente .de AMPc (~KA). ~ap~Z.·de;Tó'S~hrila.r.'eñ~S~ri~as·v. · 
treoninas a otras proteínas. Esta PK~ co~sta .<:le .d~s. su~1:1nidades reguladora~··: Y dOs··~ai~ih~éiiS ·res·p'?~sab,e's .d::· 
la fosforilación. La unión de dos moléculaS. de ·AMPc. :'a .cada· una de las ·sUbunidádCs rt!!iúla~orciS-induce la 

::s:::ción del complejo y las subunidades catalíticas quedan activad.as, ;}~DJfü':?;L.,'~~:;/ 

La PLC.es una fosfodiesterasa es~é~ihc~ que hidroliza t~sf~;idii·'~¡:,ositol::4:,;;bifÓsfato ·¡PIP:Í a 
diacilg.liccrol (DAG) que permanece. en· Ja ··membrana. e' inositol ·. 1.· 4;.::s..:·.: Írif05fütO'~·¡(u~;)~-q'uC:' difunde ni 
citoplasma. '.:. _ . ,--_.;:-.,,.·,;~:?~.;~;,:;7:;~~~\:·,:'.:~~;~~\-.·'~]{;'.,;'.:'~·"::; ',. 

DAG: El aumento <:Je OAc:{· ~C.ti~a ~-Ja f>~ot~in3: .~i~·as.~; e· :(;,k.C~.;:·~~?~,~~1'.'._'t~~.;i.~~ ·~~ d:~P~ndiente de 
calcio. Esta cinasa· ha·· sido implicada'_,~n' Pr~Cesos·., 'coínó· J~ ·mó·~u·1~ci~ii .~~.~ -~a~n3~e~ ;¡ó~icos;': Ja ·expresión 
g.Cnica y Ja prolireraCió~ c~l-~-~~:~~::.~,~~~~~-"~~t~:~~- · :~:~~:~:"\ '>··: ;·;\:..; ~/~: ·~:.?~'{~' -~"';, .:.,(~d··;:~·~{:.~ :::!·.> :, :· · ' 

' • .. .: ., ''1 "• • .- Í•• '•, ~ ,,., e ·.·O ;; '•• • · , - < ,; ; ,..c,o:,... , ·,., :' '•'"-. ,.•,', •, · ' -: ': ,'. • • •, • • 
IPJ: El rl:riculo ·cn<:Jo~l~smi~o P()See.~eceptores c.~Pc!'citi~Os .. a e~te'. ~egúndo m,tmsiljero. -Al unirse: d 

IPJ .:stos n:ccptor4!S. pr~~l.~C:Vt! 1~.·~~ . .;·~li~~ción dc:.1.<;a~.; al~.1ac~na~O:·c:~. este·.~_rganclo. · , 



~- Receptores con actividad catalítica intrioseca: en este caso los receptores poseen actividad. de tirosina 
cinasa. Además de ser capaces de autofosforilarse en restos de tirosina especiticos. pueden fosforilar. 
también en tirosinas a ~tras proteínas. 

PAPEL DEL CALCIO COMO SEGUNDO MENSAJERO 

La evidencia experimental sitúa al Ca:· cc;uno un mediador de muchas respuestas ·celulares. La 
relevancia de· las concentraciones intracelulares de este ión es tal. que _las céluliis_: han' desarrollado 
mecanismos para' mantener la concentración citoplasmtltica constante. 

La concentración extracelular de Ca:· es aproximadamente 1 o·' M; mieiltras que la intracelular 
es 1 O ·1 1\-1. Para mantener constante la concentración citoplasmática de Ca:·. la C:élula·· 10 eXpulsa hacia el 
espacio cxtracelular y lo almacena en el retículo endoptasmico. Cuando el Ca:· citoplás.mico alcan~U niveles 
tóxicos para la célula ( 1 o·"'). las mitocondrias son capaces de captarlo. por medio de una ca:--ATPasa .de baja 
afinidad y alta capacidad. 

Este control tan estricto de las concentraciones citoplasmáticas de ca:· .. permite a la· ·c¿tula 
interpretar pequei'los cambios como sei'lales reguladoras. Muchos mensajeros químicos ... ·COn10' h0"rmona7i y 
neurotransmisores. promueven la entrada de ca:· desde el espacio extracelular o .su~salida de·. las· pozas 
intracelulares. · · · · 

Las células excitables poseen canales dependientes de voltaje que 'se·:,. abren .. :·du·ri.1-.-nte .' la 
despolarización membrana! y permiten la entrada de Ca:·. En otras células. la entrada de ca:.·-::· .. Se"fci.ciÜta tras 
la activación de canales operados por rt:ceptores acoplados a proteínas G. . , . · · :·,"~ ·.,.~_'\ <·-· 

El aumento de las concentraciones intracelulares de ca:· provoca la preactivll'ción .de.ID. PKC. un'a 
proteina cinasa dependiente de ca:· y fosfolipidos ( DAG) que es mediadora de algunos prOC-eS-os ccli..ilareS. 

Otra proteína importante a la que se une el ca:· es la calmodulina. El complejo .c~:~:calmOdulina 
regula directa o indirectamente a algunas enzimas. · ' ' · 

CLASIFICACION FUNCIONAL DE LOS CANALES DE CALCIO 

Umbral de 
acth·ación 
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DISTRIBUCION TISULAR 

Canal T: En tejidos excitables (neuronas. músculo liso y cardiaco y células endocrinas) y algunas células no 
excitables. En células cromafines. glómicas y en neuronas de los ganglios simpáticos no existen. 
Canal L: En casi todos Jos tejidos excitables (neuronas. músculo liso -y cardiaco y células endocrinas} y 
algunas células no excitables. En músculo esquelético existe un subtipo con. una cinética de activación 
extraordinariamente lenta. 
Canal N: Casi exclusivamente en neuronas centrales y periféricas. Algunas neuronas (como por ejemplo las 
células de Purkinje) son particularmente pobres en estos canales de Ca~·. · 
Canal P/Q: Neuronas (particularmente en células de Purkinje del cerebelo) y en ganglio estrellado del 
calamar. 

REGULACION DE LOS CANALES DE CALCIO 

La regulación de los canales de calcio puede ser positiva ( aumento de la corriente) o negativa 
(disminución de Ja corriente). Se ha descrito modulación positiva tanto en fibras musculares cardiacas como 
en el músculo esquelético y músculo liso. y modulación negativa en neuronas. Tanto en la regulación positiva 
como negativa de los canales de calcio el mecanismo general de acción suele ser: unión del neurotransmisor 
a su receptor en la membrana plasmá.tica. activación de una proteína G que a su vez modifica la actividad de 
otras enzimas de membrana (por ejemplo. adenilato ciclasa. fosfolipasa C. etc). modificación de los niveles 
intracelulares de nucleótidos ciclicos u otros segundos mensajeros como el Ca2+. y aumento o disminución 
de la actividad de proteínas cinasas o de fosfatasas. Los canales de calcio en una misma célula pueden estar 
modulados de forma opuesta por dos neurotransmisores: por ejemplo. en células cardiacas los agonistas 13-
adrenérgicos (a través de un incremento en los niveles de AMPc) aumentan la corriente de calcio Cic.l• 
mientras que Ja acetilcolina disminuye Ja le •. Por otra parte. la acción de un mismo neurotransmisor puede 
estar mediada a través de más de una vfa como. por ejemplo Jos agonistas a-adrenérgicos cuando se unen a 
sus receptores a2 pueden disminuir la actividad de la adenilato ciclasa pero también. aunque con menor 
efecto. estimular la hidrólisis del fosfatidilinositol. 

Los mediadores intracelulares hasta ahora descritos en la modulación de Jos canales de calcio son: 

Prolefna cinasa A: distintos neurotransmisores al unirse a su receptor. activan una proteína G. que 
a su vez • regula la actividad de Ja adenilato ciclasa quien cataliza la síntesis de AMPc. La activación de Ja 
proteína cinasa A da ligar a la fosforilación de canales de calcio de alto umbral en neuronas de vertebrados e 
invertebrados. así como en fibras musculares cardiacas y esqueléticas. En fibras procedentes del músculo liso 
parece no tener efecto. Dependiendo del tipo de proteína G acoplada al receptor de membrana Ja actividad de 
la adenilato ciclasa puede regularse positiviamente mediante la acción de una proteína G estimuladora (Gs) • 
o negativamente mediante la activación de una proteína G inhibidora (Gi o Go). En la molécula del canal. los 
residuos donde se produce la fosforilación parecen estar en la subunidad a 1. aunque la subunidad 13 parece 
facilitar que especialmente estos sitios sean accesibles a la protefna cinasa. 

Proteina cinasa C (PKC): esta enzima. muy abundante en neuronas. cataliza la fosforilación de 
residuos de treonina y serina en presencia de Ca1

•• diacilglicerol y fosfolipidos. El efecto de esta enzima 
sobre los canales de calcio varfa según el tipo celular. Se ha demostrado in vitro que la PKC produce 
fosforilación del receptor de dihidropiridina purificado procedente del músculo esquelético. En neuronas de 
Aplysia. fotorreceptores de Hermisenda y neuronas de hipocampo la activación de Ja PKC produce un 
incremento de Ja le .. mientras que en neuronas de los ganglios de Ja rafz dorsal. del núcleo dorsal del rafe y 
en los ganglios de He/lY aspersa la enzima produce un efecto opuesto. Por otro lado en miocitos procedentes 
del ventriculo de rata la le. primero aumenta en presencia de TPA ( I 2-0-tetradecanolphorbol-J 3-acetato. un 
activador de la PKC) pero Juego se produce una gran inhibición de la misma. La latencia de Ja modulación 
positica de la lea en miocitos cardiacos por PKC parece también depender del potencial de membrana. 

Acción directa de la protefna G: la subunidad a de la proteína Gs aumenta la actividad de Jos 
canales de calcio del músculo esquelético y corazón a través de una acción directa. ya sea sobre los propios 
canales o sobre una proteína íntimamente asociada a éstos. El mecanismo de acción no se conoce aún. 
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Proteína cinasa dependiente de GMPc: La activación de esta enzima puede dar lugar a un aumento 
o a una disminución de la JCa. En neuronas de caracol, aumenta directamente la le. y potencia el incremento 
de la corriente de calcio producido por serotonina. Por el contrario. en fibras musculares cardiacas disminuye 
la le. previamente potenciada por agonistas P-adrenérgicos; este último efecto parece deberse a un incremento 
en la hidrólisis de AMPc por Ja actividad de una fosfodiesterasa dependiente de GMPc. 

f P_,: Este metabolito. producto de la hidrólisis del fosfatidilinositol. aumenta la actividad de los 
canales de los túbulos T. El IP1 también es capaz de afectar otros canales de calcio como Jos del retículo 
sarcoplásmico y los canales de calcio no dependientes de voltaje de la membrana plasmática en algunas 
células. 

Como ya se mencionó. el Ca~· juega un papel importante en eventos celulares como el crecimiento 
neurítico. Ja liberación de neurotransmisores. las respuestas eléctricas. Ja sobrevida. la activación génica y 
muerte celular. Este ion actúa en Ja regulación de canales iónicos. fosfolipasas. cinasas y proteasas. y en 
combinación con la calmodulina puede regular a la ATPasa de ca::\ a la adenilato ciclasa. y a la óxido nítrico 
(NO) sintetasa. Prácticamente todos Jos sistemas de transducción de sei\ales requieren en algún punto a este 
ion ejerciendo alguna función de regulación. 
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11. FACTORES DE CRECIMIENTO 

Los factores de crecimiento son un conjunto de polipéptidos. aislados de diversos tejidos. que tienen 
Ja capacidad de estimular o inhibir la división celular. y de estimular el crecimiento y la diferenciación. 
Estos factores ejercen sus efectos a través de la unión a un receptor especifico de la membrana celular9 Jo que 
desencadena un proceso de transducción de seilales intracelular. que culmina a nivel nuclear con Ja expresión 
de una serie de genes que promoverán el aumento o inhibición de la mitosis o de la diferenciación. 

Además de sus efectos sobre la mitosis y la diferenciación. actualmente se sabe que Jos factores 
tróficos pueden regular la secreción. Ja supervivencia. la movilidad y la expresión de detenninadas 
características tenotípicas de las células diana. 

La síntesis de Jos diversos factores tróficos no está restringida a un tejido específico. sino que puede 
ocurrir en un gran número de tejidos. Generalmente ejercen sus efectos a través de mecanismos autocrinos o 
paracrinos. Sin embargo. las acciones biológicas de un factor sobre su célula blanco pueden ser moduladas 
por otros f'actores de crecimiento. por Jo que es de esperar que en un mismo tejido se produzcan un gran 
número de ellos. 

Se ha intentado agrupar en familias a Jos diversos factores de crecimiento existentes en base a Jas 
homoJogfas estructurales encontradas entre sus genes. 

FAMILIAS DE FACTORES DE CRECIMIENTO 

FAMILIA 

EGF 
(Factor de crecimiento epidérmico) 

TGFl3 
(Factor de crecimiento transformante) 

FGF 
(Factor de crecimiento fibroblástico) 

PDGF 
(Factor de crecimiento derivado 
de plaquetas) 

IGF 
(Factor de crecimiento parecido a 
insulina) 

NGF 
(Factor de crecimiento nervioso) 

Modificado de Trcsgucrrcs. 1992. 

MIEMBROS 

EGF 
TGFa 

TGF 13 1., 

Sustancia inhibidora Mulleriana 
Proteína morfogénica del huso 

FGFa 
FGFb 
ECDG (Factor de crecimiento derivado de 
carcinoma embrionario) 

PDGF-AA 
PDGF-AB 
PDGF·BB 

IGF-1 
IGF-2 

NGF 
BDNF (Factor de crecimiento derivado del 
cerebro) 
NT (Neurotrofinas) 
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Facror de crecimiento nervioso (NGF) 

Este factor de crecimiento fué el primero en ser aislado. Fué descubierto en 1951. cuando Levi­
Montalcini y Hamburger observaron que un factor difusible secretado por un sarcoma de ratón. implantado 
en embriones de pollo. producía el crecimiento de neuritas de Ja neuronas de Jos ganglios simpáticos y 
sensoriales. Cohen en 1960 purificó el NGF de la glándula submaxilar de ratón y demostró que ese factor 
era una proteína. Trabajos posteriores determinaron que se trataba de un complejo de tres subunidades. de las 
cuales solo una tenia efectos en las neuronas. La subunidad activa tiene un peso molecular de 
aproximadamente 26 kD y se compone de dos cadenas idénticas de 118 aminoácidos unidas por enlaces no 
covalentes (Revisión en Greene y Shooter, 1980; Levi-Montalcini. 1987). 

El NGF tiene efectos altamente específicos sobre subpoblaciones neuronales definidas. entre ellas las 
neuronas simpáticas .. las neuronas sensoriales primarias. las neuronas colinérgicas septales y las intemeuronas 
estriadas colinérgicas. En estas células. el NGF evita Ja muerte neuronal y modula la síntesis de 
neurotransmisores y Ja morfología neuronal. 

A través de más de cuarenta ai'los de experimentación se ha observado que Jos efectos del NGF 
sobre las células nerviosas son variados. incluyendo Ja inducción de enzimas de síntesis de neurotransmisores. 
el incremento de la síntesis de neuropéptidos en neuronas sensoriales y Ja potenciación de Ja sobrevida. 
Estimula además la formación, ramificación y alargamiento de neuritas, Ja síntesis de neurofilamentos y 
actúa como atrayente quimiotáctico en Jos conos de crecimiento de las neuronas sensoriales. 

Al parecer todas las neuronas sensoriales derivadas de Ja cresta neural requieren NGF para 
sobrevivir durante el desarrollo embrionario y el período postnatal temprano. En edad adulta, Jos facrores 
tróficos actúan crónicamente para mantener las funciones neuronales nonnales (Snider y cols. 1989). 

El NGF parece tener un efecto modesto en la sfntesis de tubulina .. sin embargo incrementa de manera 
significativa la síntesis de protefnas asociadas a Jos microtúbulos (MAPs), incluyendo Ja tau y la MAP2, que 
son abundantes durante el desarrollo del sistema nervioso central. También promueve la fosforilación de estas 
proteínas lo que aumenta sus interacciones con Jos microtúbulos (Fisher y cols. 1991). 

En las neuronas simpáticas. el NGF induce la síntesis de tirosina hidroxilasa. enzima limitante en Ja 
síntesis de catecolaminas. (Paravicini y cols, 1975). Además se ha demostrado que la médula adrenaJ 
produce y secreta NGF en cultivo (Harper y colsy 1976). En J 978. Unsicker y colaboradores observaron que 
el NGF produce el crecimiento de fibras en las células cromatines aisladas. Este crecimiento desaparece con 
concentraciones de glucocorticoides equivalentes a las circulantes en sangre en Ja glándula adrenal. En las 
células cromafines aisladas y cultivadas con NGF se ha observado el incremento en la actividad de Ja tirosina 
hidroxilasa (Seidl, 1987). 

Existen dos tipos de receptores para el NGF, uno de baja afinidad llamado p75NOFR y uno de alta 
afinidad, perteneciente a la familia de receptores trk (tirosina cinasa). El receptor de alta afinidad es el 
producto de expresión del proto-oncogen pJ40"k" y se ha denominado como trkA (Johnson y cols, J986; 
Michael y Priestley. 1996) Alrededor de un 10-J So/o de los receptores de NGF presentes en una célula diana 
son de alta afinidad (Kd= 10-11

) y el resto son de baja afinidad (Kd = 1 o-9
) (Sutter y cols. J 979; Landreth y 

Shooter. J 980). Pese a la menor presencia de receptores de alta afinidad. Ja respuesta biológica es dependiente 
de la activación de estos (Sonnenfeld e lshii. 1985). 

En Ja linea celular de feocromocitoma PCJ2 (células cromafines neoplásicas). el NGF promueve la 
dif"erenciación hacia un fenotipo de neuronas simpáticas (Greene y Tischler, 1976). Varios días después de la 
exposición de las células PCI2 al NGF, se llevan a cabo fenómenos mediados por transcripción. incluyendo 
la extensión de neuritas. el cese de Ja mitosis y Ja adquisición de un fenotipo neuronal caracterizado por el 
desarrollo de excitabilidad eléctrica y biosíntesis de neurotransmisores. Para iniciar este programa de 
diferenciación, el NGF interactúa con sus dos receptores identificados. el trkA y el p75NOFR (Johnson y cols, 
I 986). La actividad de cinasa de tirosinas del receptor trkA es inducida después de la unión del NGF en las 
células PC12. Se piensa que la cinasa de tirosina del receptor trk. una vez activada por su ligando inicia una 
cascada de sei'Jales que incluye Ja fosforilación en tirosinas de varias proteínas celulares como Ja f"osfolipasa 
Cyl y Ja JP3 cinasa. Otros fenómenos inducidos por el NGF son la activación de numerosas proteínas cinasas, 
incluyendo serina/treonina cinasas como la MAP cinasa, Ja cinasa 56 y la PKC; así como Ja activación de 
genes como c-fos. NGFIA y el NGFIB. En las células PC12 el crecimiento de neuritas es iniciado después 
de .24 a 48 horas de exposición al NGF y Ja adquisición del fenotipo neuronal ocurre después de 3 a 4 días 
(Greene y Tischler, 1976) 
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También se ha observado que el NGF regula las corrientes de sodio de los diferentes tipos de canales 
en células PC12 (Dichter y cols,. 1977; lfune y Steinbach. 1990),. en neuronas sensoriales (Aguayo y White. 
1992) y en células cromafines (lslas-Suárezy cols, 1994). 

Se sabe que las neuronas simpáticas en desa1Tollo y las neuronas sensoriales. ambas derivadas de la 
cresta neural. requieren NGF para sobrevivir tanto in vivo como in vitro. Koike y Tanaka ( 1991) propusieron 
que las concentraciones de ca=- citoplásmico libre determinan la dependencia por este factor trófico. En 
ausencia del NGF las neuronas simpáticas no requieren elevación del calcio intracelular para sobrevivir en 
presencia de alto K• o AMPc. pero la actividad del canal de calcio sensible a dihidropiridinas es esencial para 
la sobrevida (Murell y Tolkovsky. 1993). En este tipo neuronal. el influjo de calcio extracelular es necesario 
para el crecimiento de neuritas. proceso susceptible de inhibición mediante bloqueadores de canales de calcio. 
tanto inorgánicos (Cct'•. Co'· y Ni'·). como orgánicos (nifedipina). Asi pues, Rogers y Hendry ( 1990) 
establecieron que una concentración de 0.1 µM de nifedipina es capaz de afectar de manera significativa el 
crecimiento neuritico. sin afectar la sobrevida. 

En neuronas ganglionares. el NGF induce liberación de calcio intracelular de manera independiente 
a las concentraciones de calcio extracelular lo que sugiere movimiento de las pozas intracelulares de calcio. 
(Yamashita y Kawana. 1991). 

En células cromafines y PC12. el NGF induce cambios.tanto a nivel enzimático como morfológico 
(Acheson y cols. 1984; MUller y Unsicker. 1986; Otten y cols. 1977; Unsicker y cols. 1978; Ogawa y cols. 
1984). y en las células cromafines et NGF es un mitógeno (Lillien y Claude. 1985; Tischler y cols. 1993) El 
tratamiento con NGF de las células PC 12 también parece regular la expresión de los diferentes tipos 
farmacológicos de los canales de calcio (Streit y Lux. 1989). Las células PC12 (células cromafines 
neoplásicas) poseen canales de calcio sensibles a voltaje que se bloquean con dihidropiridinas (canales tipo 
L). 

En experimentos de liberación de 3H-Noradrenalina en células PC 12. la nicardipina (una 
dihidropiridina) ejerce una acción inhibitoria de la liberación. misma que disminuye gradualmente cuando 
las células son tratadas con NGF (Takahashi y cots. 1985). Esto sugiere que durante el proceso de 
diferenciación de las células PC 12. los canales de calcio cambian a un tipo menos sensible a 
dihidropiridinas. El componente mayoritario de la corriente de ca== ... en las células PC 12 diferenciadas con 
NGF es insensible a dihidropiridinas, y un componente minoritario permanece sensible a ellas (Rausch y cols. 
1990). 

El mecanismo exacto mediante el cual actúa el NGF no se conoce. aunque se sabe que a través de su 
receptor con actividad de cinasa de tirosinas (trkA) activa numerosas proteinas cinasas (serina/treonina 
cinasas) e induce genes de proteinas de unión nuclear como c-fos. También produce un incremento en la 
expresión de canales de calcio (Usowicz y cols. 1990) y un incremento en la densidad de corriente de ca== ... 
especialmente del componente sensible a omega-conotoxina (Furukawa y cols. 1993) aunque este hecho es 
muy controvertido. 

Con otros factores inductores de neurogenización tales como el anticuerpo contra Thy-1 (Doherty y 
cols. 1993). el encogen ras o la cinasa de tirosinas src (Rausch y cols. 1990) se ha demostrado que los canales 
de calcio juegan un papel muy importante tanto en la sobrevida como en el crecimiento neuritico. 

RELACION NGF- Ca2
• 

El efecto del NGF sobre las corrientes de ca= ... de las células diana es controvertido. Si bien es 
conocido que el NGF produce un aumento en las corrientes de Ca2 

.... no se sabe hasta que punto este aumento 
es causa o consecuencia del proceso de neurogenización. Para resolver este problema se han empleado 
diversos tipos de abordajes entre los que destecan los farmacológicos (incluyendo el uso de isótopos 
radiactivos). los fluoremétricos y los electrofisiológicos. 

Al inicio de la década de 1980. cuando el conocimiento de los eventos desencadenados por el NGF 
eran minimos. existían dos hipótesis con respecto al mecanismo de acción del NGF: una que sugería que el 
NGF provocaba cambios en los niveles de AMP ciclico y otra que proponóa al Ca2 

.. como segundo 
mensajero. 
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En 1980 Landreth y cols. investigaron mediante la captura de "5Ca::!:· el efecto del NGF sobre los 
flujos membranales de Ca::• . Ellos no encontraron ninguna alteración significativa de los flujos de Ca::- en 
células PC12 provocada por el NGF. 

Con el desarrollo de las técnicas fluorescentes Pandiella-Alonso y cols (1986). encontraron _en 
células cromafines de bovino un incremento en Ja concentración de Ca::• citosólico. el cual persiste por lo 
menos 10 minutos después de la aplicación aguda de NGF y es dependiente de Ca::• extracelular. 

Como podemos observar ambas evidencias son contradictorias ya que Pándiella-Alonso y cols. 
atribuyen un efecto agudo del NGF sobre el flujo de Ca:!:• y Landreth no observa tal efecto. 

A principios de esta década se retomó el estudio del efecto agudo del NGF .. tanto por técnicas 
fluorométricas como con el uso de isótopos radioactivos. Nikodijevic y Guroff ( 1991) observaron un 
incremento en la captura de "'5Ca::· en las células PC12. al aplicar NGF.La captura de "'5Ca::!:• tuvo un pico 
máximo a tos S minutos de tratamiento y 15 minutos después recuperó sus niveles basales. Es importante 
hacer notar que la captura de "' 5Ca::!:... fué inhibida por nifedipina y no por w-conotoxina. lo que indica un 
influjo de Ca2

• a través de los canales tipo L y no N. 
En 1993. lchida y cols estudiaron la captura de "''.'!ca::• provocada por un pulso despolarizante de KCI. 

en células PC12 tratadas con NGF cronicamente. Estos autores observaron que et KCI produce un aumento 
en la captura de "' 5Ca2

• el cual no es afectado por la presencia aguda o crónica de NGF. Este dato indica que 
en este tipo de experimentos donde se utiliza KCI • la activación de los canales de Ca2

• dependientes de 
voltaje es debida a la despolarización por KCl y no al tratamiento con NGF. 

El entendimiento del efecto agudo del NGF sobre los flujos de Ca:?·. se complica cuando se 
introduce una nueva variable como responsable de la elevación de la concentración intracelular de ca:·. Esta 
nueva variable es la posible liberación de Ca2

• de las pozas intracelulares provocada por el tratamiento agudo 
con NGF. Contreras y Guroff ( 1987) observaron que el tratamiento agudo con NGF en células PC 12 
cargadas con 'H-inositol provocó un incremento en la producción de inositol trifosfato. inositol bifosfato e 
inositol monofosfato. Este incremento fuC detectable a los 15 minutos de tratamiento con NGF. En ausencia 
de Ca2

• extracelular la acumulación de fosfoinositidos fue menor a Ja observada en presencia de Ca2 • 

extracelular. Este resultado sugiere que el tratamiento agudo con NGF estimula rápidamente la hidrólisis de 
fosfoinositidos en células PC12 a través de un mecanismo dependiente de calcio extracelular. Este hecho 
podría tener fuertes implicaciones en el mecanismo de acción del NGF. abriendo la posibilidad de que el 
incremento en las concentraciones intracelulares de Ca:?· no sólo se deba a la entrada de ca::· sino también a 
la liberación de Ca:!:• del retículo endoplásmico producida por la activación del receptor a IP, en este 
organelo. 

Yamashita y Ka·wana (1991) observaron en neuronas ganglionares mediante fluorometrfa con Fura-
2 que la infusión con NGF cerca de los cuerpos celulares provoca un incremento transitorio de la 
concentración intracelular de Ca:!:•. Este incremento se observó a Jos 25 minutos de tratamiento con NGF y 
tuvo una dureción de 30 segundos. Sin embargo estos autores mencionan que el incremento en la 
concentración intracelular de Ca2

• es dependiente de la presencia de Ca:!:• extracelular. ya que la aplicación 
de NGF en células mantenidas en medio libre de Mg2 • y de ca2• y con 2 mM de EGTA. produce el mismo 
curso temporal del transitorio de ca::·. 

Hasta este punto podemos decir que la mayor pane de la evidencia indica que el NGF tiene un 
efecto agudo en las células diana. aumentando las concentraciones intracelulares de Ca2·. Este incremento 
sin embargo. es transitorio y su dependencia de Ca::• extracelular es discutida. 

Rogers y Hendry (1990) en un trabajo farmacológico. intentaron esclarecer el papel del influjo de 
Ca:!:• en Ja neurogenización de neuronas simpáticas. Estos autores emplearon bloqueadores orgánicos e 
inorgánicos de canales de Ca2

• con el fin de observar su efecto en la emisión y extensión de las neuritas. El 
crecimiento de las neuritas fue cuantificado después de 24 horas en cultivo usando microscopia de 
contraste de fase. Las observaciones de estos autores indican que los bloqueadores inorgánicos de canales de 
Ca2+ tienen un potente efecto en Ja inhibición de la neurogenización • con potencias relativas: Cd > Co >Ni 
> Mn >. Sin embargo. los autores no discuten el efecto de estos bloqueadores inespecfficos en la sobrevida 
de las neuronas. El uso de bloqueadores orgánicos de canales de Ca2• tipo L como diltiazem y nifedipina 
produjo una inhibición significativa de la neurogenización de las neuronas simpáticas después de 24 horas de 
tratamiento con NGF~ sin afectar de manera significativa Ja sobrevida. Estos experimentos son una evidencia 
a favor de la dependencia de Ca2

• extracelular para que el NGF ejerza sus efectos . Sin embargo. con estos 
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resultados no se puede establecer si esta dependencia existe sólo durante la fase temprana del efecto del NG F 
o si se prolonga a la fase tardía. 

Para explicar sus hallazgos con respecto a los canales de Ca:?- tipo L. Rogers y Hendry sugieren dos 
posibles mecanismos : a) que una gran proporción del influjo de Ca:?- que se observa en la neurogenización 
mediada por NGF. ocurra a través de canales de ca= ... sensibles a dihidropiridinas que normalmente están 
activos en las neuronas simpáticas. o b) que el NGF produzca efectos intracelulares y/o membranales. tales 
como una despolarización parcial que favorezca el funcionamiento de Jos canales de calcio sensibles a 
dihidropiridinas. · 

Para probar la hipótesis de que la alteración de las corrientes de calcio pudieran estar involucradas en 
Ja activación de Ja neurogenización. Streit y Lux ( 1987) real izaron mediciones electrofisiológicas de las 
corrientes de ca=· en células PC 12 tratadas con NGF. Al aplicar NGF directamente sobre las células • no 
encontraron ningún efecto en las corrientes en un periodo máximo de 40 minutos. 

En otro tipo de experimentos. los autores aplicaron NGF en el cuarto día posterior a la resiembra y 
observaron que. si bien las corrientes aumentaban durante estos 4 días en ausencia de NGF. permanecian 
iguales durante Jos dos primeros días de tratamiento con NGF. Sin embargo la amplitud de la corriente de las 
células tratadas con NGF continuó aumentando durante el tratamiento con NGF. teniendo un máximo a Jos 
1.2 días después de Ja resiembra. es decir a los ocho dfas de tratamiento con NGF. 

Con el fin de establecer una relación entre el crecimiento de las célula tratada con NGF y su 
corriente de Ca:? .... los autores midieron los diámetros de las células as( como el número de procesos mayores 
de 10 µm. Los resultados mostraron que tanto el área somática. como el número de neuritas aumentaron 
significativamente sólo en Jos dos primeros dias de tratamiento con NGF. Sin embargo. durante este período 
no se observaron diferencias en la amplitud de la corriente. en el curso temporal ni en la relación corrientC­
voltaje. 

Con estos experimentos Jos autores concluyen que si bien el crecimiento de las neuritas provocado 
por el NGF comienza dentro del primer día de tratamiento, las corrientes de Ca2+ no se afectan durante los 
dos primeros días de tratamiento con NGF. Además demuestran que la aplicación directa del NGF sobre las 
células no afecta las corrientes de Ca:? ... lo cual es una evidencia en contra de la hipótesis de que el NGF 
produce un influjo de Ca-· para inducir Ja neurogenización de las células PC12. Estos hallazgos concuerdan 
con lo reportado por Landreth y cols ( 1980). quienes no encuentran cambios en Ja captura de ca=- en las 
células tratadas con NGF. 

Una segunda conclusión de este trabajo es que el número de canales de ca:• parece no aumentar 
simultáneamente con el crecimiento celular. 

En un trabajo posterior (Streit y Lux. 1989) estos autores dornparan la densidad de las corrientes de 
calcio en el soma. las neuritas y Jos conos de crecimiento de las células PCl2 tratadas con NGF. Los 
resultados indicaron que los conos de crecimiento poseen Ja mayor cantidad de canales de ca=·. mientras que 
muy pocos canales se encuentran presentes en las neuritas. Esta mayor concentración de canales de Ca2 .. en la 
punta de las neuritas en crecimiento de las células PCI2. sugiere un posible papel de estos canales en la 
regulación de la elongación de las neuritas. 

Sin embargo se abre la interrogante de cómo se activan las corrientes de Ca2 • durante el desarrollo. 
ya que el potencial de membrana de los conos de crecimiento parece pennanecer entre -40 a -50 mV donde 
las corrientes de Ca:? .. no se activan. 

Otra interrogante por resolver es si la mayor densidad de Ja corriente encontrada en los conos de 
crecimiento se debe a una síntesis de canales tipo Lo tipo N. 

En contra de la hipótesis de que la síntesis de canales tipo N sea la responsable del incremento de Ja 
corriente de ca=·. se encuentran Jos experimentos de Streit y Lux ( 1990). basados en mediciones de la 
inact:ivación de la corriente. Su primer argumento es que si el aumento en Ja intensidad de Ja inactivación 
fuera causada por Ja expresión adicional de canales tipo N durante Ja diferenciación de las células PCl2. uno 
podría esperar encontrar un paralelismo temporal entre el incremento en el pico de corriente y la fracción de 
inact:ivación. Sin embargo. el incremento en Ja fracción de inactivación es significativo en un estado de 
diferenciación donde el pico de corriente de las células en diferenciación no es mayor en amplitud que el de 
lns células indiferenciadas. 

El segundo argumento en contra es, que si se asumiera Ja co·existencia de canales tipo L y N para 
explicar la distribución heterogénea de Ja inactivación de la corriente en las células PC 12. se esperaría que el 
curso temporal de la inactivación mostrara dos constantes de tiempo especificas a cada tipo de canal. El 
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tercer y último argumento es que si el grado de inactivación de la corriente de toda la célula fuera una 
medida de la distribución relativa de canales tipo L y N. se esperaría encontrar una correlación negativa 
entre el grado de inactivación de la corriente y el porcentaje de reducción de la corriente por nifedipina. ya 
que esta sólo bloquea los canales tipo L. Sin embargo, esta correlación no se encontró. 

Furuka""ª y cols (1993) encuentran un incremento en la corriente de Ca~· de las células PC12. Sin 
embargo. en contraposición con lo descrito por Streit y Lux. ellos muestran que una gran proporción de Ja 
corriente es bloqueada por ro-conotoxina. 
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111. CAMPOS MAGNETICOS 

ANTECEDENTES HISTORICOS 
EJ fenómeno deJ magnetismo fué conoddo por Jos griegos desde eJ a;,o 800 AC. Ellos descubrieron 

que cienas piedras. ahora llamadas magnetita (Fe30.,). arralan pedazos de hierro. La leyenda adjudica el 
nombre de magncura al pastor Magnes. ya que .. los clavos de sus zapatos y el casquiJJo de su bastón quedaron 
f'uertemenre sujetos a un campo magnético cuando se encontraba pastoreando su rebano". 

En J 269 Pierre de Maricourt. mediante un imán natural esférico. elaboró un mapa de las direcciones 
tomadas por una aguja al colocarla en diversos puntos de la superficie de la esfera. Encontró que las 
direcciones f'ormaban lineas que rodeaban a la esfera pasando a través de dos puntos diametralmente opuestos 
uno del otro. a Jos cuales JJamó polos del imán. Experimentos subsecuentes demostraron que cualquier imán. 
sin importar su forma tiene dos polos. JJamados polo norte y polo sur. los cuales presentan fuerzas que actúan 
entre si de manera análoga a las cargas eléctricas. Es decir. polos iguales se repelen y polos diferentes se 
atraen. 

En 1600 Williarn Gilbert extendió estos experimentos a una variedad de materiales. El hecho de que 
una aguja magnética (brújula) se oriente en direcciones fijas. sugiere que la misma Tierra es un gran imán 
permanente. En 1750 John Michell ( J 724- 1793) demostró que Jos polos magnéticos ejercen fuerzas de 
atracción y repulsión entre si. y que estas fuerzas varían como el inverso del cuadrado de la distancia de 
separación. Aun cuando la fuerza entre dos polos magnéticos es similar a la f"uerza entre dos cargas eléctricas. 
existe una dif'erencia importante. Las cargas eléctricas se pueden aislar (lo que se manifiesta en la existencia 
del protón y el electrón). mientras que Jos polos magnéticos no se pueden separar. No importa cuántas veces 
se divida un imán permanente. cada trozo siempre tendrá un polo norte y un polo sur. 

La relación entre el magnetismo y Ja electricidad fue descubiena en J 819 cuando el científico danés 
Hans Christian Oersted ( 1777- J 85 J) encontró que Ja corriente eléctrica que circula por un alambre desvía Ja 
aguja de una brújula cercana. Poco tiempo después. André Ampere ( 1775-1836) obtuvo las leyes 
cuantitativas de Ja fuerza magnética entre conductores que llevan corrientes eléctricas. También sugirió que 
órbitas de corriente eJéctrica de magnitud molecular son las responsables de todos los fenómenos magnéticos. 

En Ja década de 1820. Faraday y Joseph Henry. de manera independiente. demostraron varias 
conexiones entre Ja electricidad y el magnetismo. Ellos comprobaron que se podía producir una corriente 
eléctrica en un circuito al mover un imán cercano al circuito o bien. variando la corriente de un circuito 
cercano al primero. Estas observaciones demuestran que un cambio en el campo magnético produce un 
campo eléctrico. Arlas después. el trabajo teórico realizado por Maxwell mostró que un campo eléctrico 
variable da Jugar a un campo magnético. 

DEFINJCION Y PROPIEDADES DE UN CAMPO MAGNETICO 

El campo eléctrico E en un punto del espacio se ha definido como la f"uerza por unidad de carga que 
actúa sobre una carga de prueba colocada en ese punto. Del mismo modo. el vector de campo magnético B 
(algunas veces llamado inducción magnética o densidad de flujo magnético) es un punto dado del espacio en 
términos de Ja magnitud de Ja Euerza que seria ejercida sobre una partfcula cargada que se mueve con 
velocidad v. Los experimentos realizados sobre el movimiento de diversas partfculas cargadas que se 
desplazan en un campo magnético han proporcionado Jos siguientes resultados: 

I. La fuerza magnética es proporcional a la carga q y Ja velocidad v de la partícula. 

2. La magnitud y Ja dirección de la f'uerza magnética depende de Ja velocidad de Ja panícula y de Ja magnitUd 
y dirección del campo magnético. 

3. Cuando una partícula se mueve en dirección paralela al vector campo magnético. Ja f'uerza magnética F 
sobre la carga es cero. 
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4. Cuando la velocidad hace un ángulo con el campo magnético, Ja fuerza magnética actúa en una dirección 
perpendicular tanto a v como a B; es decir. Fes perpendicular al plano fonnado por v y B. 

5. La fuerza magnética sobre una carga positiva tiene un sentido opuesto a Ja fuerza que actúa sobre una 
carga negativa que se mueva en la misma dirección. · 

-_ ~- - . - ·-;_-,_ - : . - ~: ' 

6. Si el vector velocidad hace un ángulo con el campo magnético, la magnitt.~d 'd,e." la· rU.e:rza m_agnética es 
proporcional al sen e. . "· ,- . . . . 

Estas observaciones se pueden resumir de la siguiente forma: 

F=qv • B 

donde la dirección de la fuerza magnética está en la direccción de v · B. la cual por definición del producto 
vectorial es perpendicular tanto a v como a B (Figs 1.1. 1.2) 

Como F = qv · B. F está en la dirección de v · B si Ja carga q es positiva y tiene Ja dirección opuesta 
a v · B si Ja carga q es negativa. La magnitud de la fuerza magnética tiene un valor 

F = qvB sen 0 

donde 0 es el ángulo entre v y B. De esta expresión. se ve que Fes cero cuando v es paralelo a B (9 = O o 0 = 
180°). Sin embargo. la fuerza tiene su valor máximo. F = qvB. cuando ves perpendicular a B (9 = 90°) 

En conclusión. el campo magnético es definido en ténninos de un tipo de fuerza que actúa sobre 
una carga en movimiento. Existen varias diferencias imponantes entre las fuerzas eléctricas y magnéticas: 

l.- La fuerza eléctrica siempre está en la dirección del campo eléctrico. mientras que la fuerza 
magnética es perpendicular al campo magnético . 

., - La fuerza eléctrica actúa sobre una partícula cargada independientemente de la velocidad de Ja 
particula. mientras que la fuerza magnética actúa sólo cuando las partículas cargadas se encuentran en 
movimiento. 

3.- La fuerza eléctrica realiza trabajo al desplazar una panrcula cargada. mientras que la fuerza 
magnética asociada a un campo magnético estacionario no realiza trabajo cuando una partícula se desplaza. 

En el Sistema Internacional Ja unidad de campo magnético es el ·weber por metro cuadrado (Wb/m2). 

también llamado tesla (T). También puede ser relacionada con otras unidades fundamentales : una carga de 
un coulomb que se mueve a través de un campo magnético de 1 tesla con una velocidad de t mis 
perpendicular al campo experimenta una fuerza de l newton: 

[B] = T = Wbl m' = N I C · mis ~ NI A · m 

Con frecuencia se utiliza la unidad llamada gauss (G). el cual esta relacionado con el tesla a través 
de la conversión: 

1T=1o•a 
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FUERZA MAGNETICA SOBRE UN CONDUCTOR QUE LLEVA UNA CORRIENTE ELECTRICA 

Si se ejerce fuerza sobre una panícula cargada cuando se mueve a través de un campo magnético, 
no debe sorprender que un alambre que lleva una corriente también experimente una fuerza cuando se coloca 
en un campo magnético. Esto es debido a que la corriente representa una colección de varias panículas 
cargadas en movimiento; por Jo tanto. Ja fuerza resultante sobre el alambre se debe a Ja suma de las fuerzas 
individuales sobre las partículas cargadas. 

Considérese un segmento recto del alambre de longitud I y área de sección tranversal A, llevando 
una corriente 1 en un campo magnético externo B (Fig 1.3). La fuerza magnética de la carga q que se mueve 
con una velocidad v está dada por qv · B. La fuerza sobre el portador de carga se transmite al ºgruesoº del 
alambre a través de los choques contra Jos ·átomos que forman el alambre. Para determinar la fuerza total que 
actúa sobre el alambre se multiplica la fuerza sobre una carga qv · B. por el número de cargas en el segmento. 
Como el volumen del segmento es A/. el número de cargas en el segmento es nA/. donde n es el número de 
cargas por unidad de volumen. Por Jo tanto. la fuerza magnética total sobre un alambre de longitud/ es 

F - (qv • B)nA/ 

Sin embargo. si recordamos que la corriente en un al"1mbre está dada por 1 
expresar F como 

nqvA. podemos 

F=ll·B 

donde I es un vector en la dirección de la corriente I; la magnitud de /es igual a la longitud /del segmento. 
Esta expresión se aplica sólo a segmentos rectos de alambre en un campo magnético externo uniforme. 

LEY DE BIOT-SAVART: 
CAMPO MAGNETICO PRODUCIDO POR UN ALAMBRE QUE LLEVA CORRIENTE 

Después del descubrimiento de Oersted en 18 J 9. donde la aguja de la brújula se desviaba a causa de 
la presencia de un conductor portador de corriente. Jean Baptiste Biot y Felix Savan informaron que un 
conductor de corriente estable produce fuerzas sobre un imán. De sus resultados experimentales. Biot y 
Savan fueron capaces de llegar a una expresión de la que se obtiene el campo magnético en un punto dado 
del espacio en términos de Ja corriente que produce el campo. La ley de Bio-Savan establece que si un 
alambre conduce una corriente constante l. el campo magnético dB en un punto P debido a un elemento ds 
tiene las siguientes propiedades: 

J. El vector dB es perpendicular tanto a ds (el cual tiene la dirección de Ja corriente) como al vector 
unitario r"' dirigido desde el elemento hasta el punto P. 

2. La magnitud dB es inversamente proporcional a r2. donde res la distancia desde el elemento hasta 
el punto P. 

3. La magnitud dB es proporcional a Ja corriente y a la longitud ds del elemento. 
4. La magnitud de dB es proporcional a sen e. donde 0 es el ángulo entre el vector ds y r~. 

La ley de Bio-Savan puede ser resumida en la siguiente forma 

dB = Km (1 ds · r'/ r') 
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donde Km es una constante que en el Sistema Internacional de unidades es exactamente 10·7 Wb/A·m. La 
constante Km es por· lo general escrita como µc/47t, donde µ 0 es otra constante llamada penneabilidad del 
espacio libre. Es decir. 

µ.,14n =Km= 10·7 Wb/ A· m 

Por lo que la ley de Bio-Savart. también puede escribirse como: 

dB = (µ.,14n) (1 ds • r'I r) 

Es importante hacer notar que la ley de Bio-Savart proporciona el campo magnético en un punto 
dado para un pequei\o elemento del conductor. Para encontrar el campo magnético total B en algún punto 
debido a un conductor de tamafto finito, se deben sumar las contribuciones de todos los elementos de 
corriente que constituyen el conductor. Esto es. debe evaluarse B por la integración de la ecuación anterior 

B = (µ0 l/4n)f ds · r•tr 

donde la integral se evalúa sobre todo el conductor. Esta expresión debe ser manejada con especial cuidado 
desde el momento que el integrando es una cantidad vectorial. 

Se presentan rasgos similares entre la ley de Bio-Savart del magnetismo y ta ley de Coulomb en la 
electrostática. El elemento de corriente 1 ds produce un campo magnético. mientras que una carga puntual q 
produce un campo eléctrico. Ademas. la magnitud del campo magnético es inversamente proporcional al 
cuadrado de la distancia desde el elemento de corriente. como lo hace el campo eléctrico debido a una carga 
puntual. 

Sin embargo. las direcciones de los dos campos son muy diferentes. El campo eléctrico debido a una 
carga es radial. En el caso de una carga puntual positiva. E está dirigido desde la carga hacia el punto del 
campo. El campo magnético debido a un elemento de corriente es perpendicular tanto al elemento de 
corriente como al radio vector. 

Considérese un alambre conductor recto, muy delgado. que lleva una corriente 1 colocado a lo largo 
del eje·'-"· como la muestra la figura 1.5. Si se quisiera calcular el campo magnético en el punto P localizado a 
una distancia a del alambre. se deben tener en cuenta las siguientes premisas: 

l. El elemento ds está a una distanciar de P. 
2. La dirección del campo en P debida a este elemento es hacia afuera del papel, ya que ds · r• está 
hacia afuera del papel. 
3. De hecho. todos los elementos dan una contribución dirigida hacia afuera del papel en P. Por lo 
tanto se tiene que determinar sólo la magnitud del campo en P. 

Si se considera O como el origen y P situado sobre el eje y+, con k siendo el vector unitario dirigido 
hacia afuera del papel, se ve que 

ds · r' = k 1 ds · r' 1 = k (dx sen0) 

sustituyendo y dado que dB = k dB 

dB = = (µ. l/4n) dx · sen 0/r 

Para integrar esta expresión se deben relacionar las variables 0, x y r. expresando x y r en términos de 0. 

r = a/sen e = a ese e 

Ya que tan e= -al X 

x=-acot0 
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dx=acsc'9d9 

sustituyendo se obtiene 

dB= (µ0 l/47t)( a ese' 9 sen 9 d9/ a' ese'·. 9) = (µ0 l/47ta) sen 9 d9 

Ahora se puede obtener el campo magnético tota·I ·,~~ e.t .,P1:1nto .P integrando sobre todos los elementos que 
subtienden á~gulos comprendidos entre 9 1 y 0 2 · · 

9, 
B = (µ0 l/47ta) J sen 9 d9 = (µ0 l/47ta) (ces 9 1 - ces 9,) 

0, 

Considérese el caso especial de un alambre conductor delgado, infinitamente largo. En este 
caso 0 1 =O y 0 2 = 7t, para segmentos que van desde x = -oo hasta x = +a::>. Como (cos 9 1 - cos 0 2 ) = (cos 
O - cos 7t) ... 2, la ecuación anterior se convierte en 

B = (µ 0 l/27ta) 

En Ja figura 2.1 se muestra una vista tridimensional de Ja dirección de B para Ún alambre recto y 
largo. Las lineas de campo sin círculos concéntricos con el alambre y están en un plano perpendicular al 
alambre. La magnitud del campo magnético B es constante en cualquier circulo de radio a y esta dada por la 
ecuación anterior. Una regla conveniente para determinar la dirección de B es tomar el alambre con la mano 
derecha. con el dedo pulgar a lo largo de Ja dirección de la corriente. Los cuatro dedos restantes apuntarán en 
la dirección del campo magnético .. 

FUERZA MAGNETICA ENTRE DOS CONDUCTORES PARALELOS 

Como una corriente en un conductor crea su propio campo magnético .. es fácil entender que dos 
conductores que lleven corriente ejercerán f"uerzas magnéticas uno sobre el otro. Considérese dos alambres 
largos .. rectos y paralelos separados una distancia a y que llevan corrientes 11 e 12 en la misma dirección (Fig. 
2.2). Se puede determinar Ja fuerza sobre uno de los alambres debida al campo magnético producido por el 
otro alambre. El alambre 2 • el cual lleva una corriente 12 • genera un campo magnético 8 1 en Ja posición del 
alambre 1. La dirección de 8 1 es perpendicular al alambre. 

1. La fuerza magnética sobre una longitud I del alambre 1 es F 1 = 11 / • 8 2 

2. Puesto que I es perpendicular a B 2 • la magnitud de F 1 está dada por F 1 = 11 / • B 2 

3. Como el campo debido al alambre 2 está dado por 8 1 = (µ0 12 /27ta) 

entonces 

F 1 =1 1 /B2 = 11 /(µ 0 12/27ta)= /µ 0 11 1,i27ta 

Esto se puede reescribir en ténninos de la fuerza por unidad de longitud como 

La dirección de F 1 es hacia el alambre 2. Si se considera el campo sobre el alambre 2 debido al 
alambre t. la fuerza F 2 sobre el alambre 2 es igual y opuesta a Fl. Cuando las corrientes están en direcciones 
opuestas~ las fuerzas son inversas y los alambres se repelen uno al otro. Por ello se detennina que: 
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conductores parelelos que lleven corriente en la misma dirección se atraen uno al Otro. mientras que 
conductores paralelos que lleven co1Tientes en direcciones opuestas se repelen uno al otro. 

La fuerza entre dos alambres paralelos que lleven corriente se utiliza para definir el ampCre como 
sigue: 

Si dos alambres largos paralelos separados una distacia de 1 m llevan la misma corriente y la fuerza por 
unidad de longitud en cada alambre es de 2 x 10-1 N/m. entonces la co1Tiente que llevan se define como l A. 

EL CAMPO MAGNETICO DE UN SOLENOIDE 

Un solenoide es un alambre devanado en la fonna de una hélice. Con esta configuración se puede 
producir un campo magnético razonablemente uniforme dentro de un pequei'l.o volumen de la región interior 
del solenoide si las espiras adyacentes están estrechamente espaciadas. Cuando se cumple esto, cada espira 
puede ser considerada como un circuito circular. y el campo magnético total es el vector suma de los campos 
debidos a todas las espiras. 

En la figura :2.3 se muestra las lineas del campo magnético de u11; solenoide devanado en forma 
estrecha. Las lineas del campo en el interior de la bobina son aproximadamente paralelas. están distribuidas 
de manera uniforme y muy próximas entre si. Esto indica que el campo magnético dentro del solenoide es 
unifonne. Las lineas de campo entre vueltas tienden a cancelarse unas con otras. El campo en puntos del 
exterior . tales como P. es débil puesto que el campo debido a un elemento de corriente en las partes 
superiores tiende a cancelarse con et campo atribuible a elementos de corriente que estén en tas partes 
in feriares. 

Si las espiras están muy próximas y el solenoide tiene una longitud finita. las lineas de campo son 
como se muestra en la figura 2.4. En este caso. las lineas divergen en un extremo y convergen en el extremo 
opuesto. Si se observa esta distribución del campo en el exterior del solenoide. se encontrará cierta similitud 
con el campo de una barra magnética. En consecuencia. un extremo del solenoide se comporta como el polo 
norte de un imán • mientras que el extremo opuesto actúa como el polo sur. A medida que aumenta la 
longitud del solenoide. el campo en su interior viene a ser más y más uniforme. 
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FIGURA 1: Propiedades de un campo magnético. (1) Dirección de la fuerza magnética sobre una partícula 
cargada que se mueve con velocidad v en presencia de un campo magnético. Cuando v forma un ángulo 8 
con B. Ja fuerza magnética es perpendicular a ambos • v y B. (2) Regla de la mano derecha para determinar la 
dirección de la fuerza magnética F que actúa sobre una carga q que se mueve con una velocidad v en un 
campo magnético B. Si q es positiva. F queda hacia arriba en la dirección del pulgar. si q es negativa. F es 
hacia abajo. (3) Sección de un alambre que contiene cargas moviéndose en un campo magnético externo B. 
(4) Un alambre de fonna arbitraria que lleve una corriente 1 en un campo magnético externo B experimenta 
una fuerza magnética. La fuerza magnética sobre cualquier segmento ds está dada por Ids · B. (5) El campo 
magnético dB en el punto P debido a un elemento de corriente ds está dado por la ley de Biot-Savart. El 
campo está hacia afuera del papel en P. (6) Un segmento de alambre recto lleva una corriente l. El campo 
magnético en P debido a cada elemento dsestá dirigido hacia afuera del papel. y por lo tanto el campo total 
también está dirigido hacia afuera del papel. Se muestran los ángulos limite 8 1 y 0z. (Tomadas de Serway. 
1993) 
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FIGURA 2: (J) La regla de la mano derecha para determinar Ja dirección del campo magnético debido a un 
alambre recto y largo. Obsérvese que las líneas de campo magnético forman círculos alrededor del alambre. 
(2) Dos alambres paralelos que llevan cada uno una corriente estable ejercen una fuerza uno sobre el otro. 
El campo BJ en eJ alambre J debido al alambre 2 produce una fuerza sobre el alambre J dada por F 1 = 11/B:. 
La fuerza es atractiva si las corrientes son paralelas como se muestra y repulsiva si las corrientes son 
antiparalelas. (3) Líneas de campo magnético para un solenoide devanado holgadamente. (4) Líneas de 
campo magnético para un solenoide devanado estrechamente de longitud finita y que lleva una corriente 
estable. El campo en el interior del solenoide es intenso y aproximadamente constante. Obsérvese que las 
línea~ de campo se asemejan a las de un imán de barra~ de manera que el solenoide tiene polos norte y sur. 
(Tomadas de Serway, 1993) 
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IV. CAMPOS MAGNETICOS Y SISTEMAS BIOLOGICOS 

El estudio de Jos efectos biológicos de los campos magnéticos data de mediados del siglo XVIII 
con Jos experimentos de Galvani (1737-1798). En los últimos 25 aftas esta linea de investigación ha sido 
retomada. Recientemente se ha dado especial imponancia a algunos estudios epidemiológicos que vinculan 
la exposición a campos magnéticos con una mayor incidencia de cienos tipos de cáncer. Así mismo. se ha 
tratado de investigar más acerca de su potencial terapéutico y su posible aplicación en el diagnóstico 
médico. 

Sin embargo. el estudio del magnetismo ha enfrentado algunos problemas: a) Ja intensidad y 
frecuencia del campo magnético con el que se han realizado los experimentos generalmente varía de un 
grupo de investigación a otro. por lo que es dificil hacer comparaciones entre los distintos modelos 
experimentales. b) los resultados obtenidos frecuentemente son contradictorios. especialmente cuando se 
trata de datos epidemiológicos en los que algunos grupos argumentan un potencial carcinogénico y otros Jo 
niegan por completo. 

En diferentes modelos experimentales se ha observado. que la estimulación magnética no guarda 
una relación dosis-respuesta; es decir. los efectos biológicos provovados por la exposición a campos 
magnéticos no muestran un incremento lineal con respecto a la intensidad o amplitud del campo. En algunos 
experimentos se obse~a Ja existencia de "ventanas" de frecuencia o intensidad. De acuerdo con el concepto 
de "ventana" Jos efectos sólo son visibles en algunas frecuencias o intensidades y por debajo o por arriba de 
estas los electos desaparecen. 

FRECUENCIA 

El campo magnético generado en una bobina por Ja que se hace pasar una corriente J. oscila de 
acuerdo a la frecuencia de la corriente alterna que alimenta a Ja bobina. Se define a Ja frecuencia de una 
corriente alterna. como el número de ciclos completos en cada segundo. La gran mayoría de circuitos 
comerciales de corriente alterna tienen corrientes de 60 ciclos por segundo o de 60 Hz. (J Hz = 1 ciclo por 
segundo). También se puede definir la frecuencia como el inverso del periodo. el cual es el intervalo de 
tiempo que tarda en completarse un ciclo. 

Existen múltiples clasificaciones para agrupar las diferentes bandas de frecuencia en el espectro 
electromagnético. pero haremos referencia a la propuesta por Adey ( 1981) (Tabla I ). La mayoría de los 
efectos observados se han producido con Ja exposición a campos magnéticos de extremadamente baja 
frecuencia (ELF por sus siglas en inglés). dentro de Jos cuales se agrupan las frecuencias existentes en las 
lineas de alta tensión y en los aparatos electrodomésticos. 

oc 
300 Hz 
IOkHz 
1 MHz 
30Mhz 
300 MHz 
IGHz 

INTENSIDAD 

300Hz 
10 kHz 
1 MHz 

30MHz 
- 300 MHz 
- 1000 MHz (1 GHz) 
- 3000 GHz 

Extremadamente baja frecuencia 
Muy baja frecuencia 
Baja frecuencia 
Alta frecuencia 
Muy alta frecuencia 
Ultra alta frecuencia 

Microondas 

La intensidad de un campo magnético está definida por la cantidad vectorial 

H = (B - µ 0 ) - M 

(ELF) 
(VLF) 
(LF) 
(HF) 
(VHF) 
(UHF) 
(MW) 

donde M es la magnitud del vector de magnetización que es igual al momento magnético por unidad de 
volumen de una sustancia. Las unidades de H en el Sistema Internacional son amperios/m. 
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Sin embargo. frecuentemente se expresa la intensidad del campo magnético en teslas (T) que. como 
ya se mencionó. es la unidad de un campo magnético en el Sistema Internacional. 

El campo magnético natural de Ja Tierra es de 30 µT. (ver revisión Adey. 1981). 

RESPUESTAS CELULARES A LOS CAMPOS MAGNETICOS (CM) 

Aunque existen experimentos en Jos que el e.fecto de los campos magnéticos parece ser inexistente. 
hay evidencias que demuestran tanto in vitro como in vivo que los campos magnéticos pueden producir 
respuestas biológicas significativas. Con el fin de entender Jos efectos producidos por el campo magnético se 
han propuesto varias explicaciones. 

La mayoría de los autores proponen que la membrana celular es el sitio primario de interacción 
céluJa-campo magnético y que el efecto se transduce a través de algUn mecanismo de transducdón de sei'laJes. 
similar a aquellos utilizados por Jigandos extracelulares. También se ha observado que durante la 
estimulación con campos magnéticos hay alteraciones de las concentraciones intra y extraceluJares de Ca:· 
(revisado por Goodman y cols. J 995). 

Otra posible expJicación sugiere que la estimulación con campo magnético modifica los procesos 
nonnales de sef'laJización celular en Ja membrana (Luben. J 982). BJank y cols. proponen un modelo 
electroquímico en el que eJ campo magnético induce cambios en Ja actividad de algunas enzimas (Blank y 
Soo, 1992). 

Otros autores no atribuyen expJicitamente a Ja membrana celular Jos efectos del campo magnético. 
Weaver y Astumian ( J 992), por ejemplo, propqnen un mecanismo en el cual los campos magnéticos pueden 
alterar Jas constantes de reacción, por Jo que los niveles de metaboJitos deben variar con el tiempo. También 
se piensa que Ja formación de radicales libres inducida por el campo magnético podría afectar las constantes 
de las reacciones bioquímicas dentro de las células (Scaiano y cols, 1995). 

CELULAS ENDOCRINAS 

JoJJey y cols ( 1983). expusieron islotes pancreáticos de conejo. a un CM pulsátil generado por 
bobinas de Helmholtz y midieron Jos flujos de ·"ca: ... precargado en las células. La estimulación consistía en 
ráfagas de pulsos cuadrados con una frecuencia de 4 kHz y una duración de 5 ms. Estos autores 
encontraron que las células expuestas al CM mostraban una reducción del 26.1 o/o en Ja acumulación de 
"

5Ca:•. una disminución del 25.1% del eflujo de "' 5Ca:·durante la estimulación con glucosa. asf como una 
reducción de Ja cantidad de insulina liberada por estimulación con glucosa. Estos experimentos sugieren que 
Ja estimulación con CM produce alteraciones en el movimiento de iones a través de la membrana. Los autores 
atribuyen estas alteraciones a posibles gradientes eléctricos producidos por el CM. Cabe se.Halar que no 
mencionan Ja intensidad del CM generado. 

Utilizando parámetros morfológicos. Drucker-Colfn y cols (1994) describieron un método de 
diferenciación celular que consiste en estimular células cromafines en cultivo. con CM de 60 Hz de 
frecuencia y 7 G de intensidad. durante 4 horas diarias. Las células cromafines emiten procesos neuríticos 
semejantes a Jos producidos por estimulación con NOF. Además. conservan su capacidad de secreción de 3 H· 
noradrenalina al ser despolarizadas con alto KCI. 

LINFOCITOS 
Conti y cols ( 1985). investigaron el efecto del CM en linfocitos activados con Jos mitógenos 

fitohematoglutinina y acetato de forbol miristato (PMA). La estimuJación magnética consistió en pulsos 
cuadrados con una frecuencia de 3 Hz y una intensidad de 60 G. durante 72 hr. La exposición a CM inhibió 
de manera significativa la incorporación de 3 H-Timidina en Jos linfocitos tratados con Jos mitógenos. Esta 
inhibición se potenció por la adición de verapamil. un bloqueador de canales de Ca::?·. La estimulación con los 
mitógenos aumenta Ja recaptura de 45Ca:·. sin embargo la estimuJación con CM redujo esta recaptura a los 
niveles del control (linfocitos no activados). Estos experimentos ponen de manifiesto la imponancia del Ca~­
en Ja síntesis de DNA inducida por los mitógenos. Además. demuestra de manera indirecta que el CM es 
capaz de alterar los flujos de Ca::?• en Ja membrana. ya que se inhibe Ja síntesis de ONA inducida por PMA. 
que se sabe es dependiente de calcio extraceJuJar. 
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Lyle y cols (1991). expusieron linf'ocitos T nonnales y leucémicos durante 30 minutos a un CM de 
J3.6 Hz y :?O µT. Ellos muestran que Ja captura de "'Ca2

• se incrementó 102% en una línea celular de 
linfocitos T citotóxicos de ratón. 1:?6% en linfocitos aislados del bazo y 75% en una linea de células de 
linfoma. Cuando el mismo campo fué aplicado JO minutos antes de la incorporación de iones calcio no se 
observó ningún efecto. En otro experimento expusieron linfocitos de bazo a un CM de 60 Hz y 20 µT 
durante JO min. de incubación con '*'Caz·. y observaron un pequeilo pero significativo aumento de la captura 
de iones marcados. Este aumento en la captura de Ca2

• provocado por la exposición a CM a determinadas 
frecuencias. puede ser el responsable de potenciar o inhibir algunas funciones celulares como Ja proliferación 
en linfocitos nonnales o malignos. Los autores especulan sobre todos los posibles niveles en los que esta 
elevación de las concentraciones de Ca2 

.. pudiera estar actuando. 
Liburdy (1992) realizó experimentos en linfocitos de timo activados con el mitógeno concanavalina 

A expuestos a un CM de 60 Hz y 22 mT durante 60 min. Mediante la sonda fluorescente Fura-2. midió en 
tiempo real el flujo de ca==·. Los timocitos activados y expuestos a campo magnético mostraron un 
incremento en el influjo de ca==· con respecto a aquellos activados pero sin estimulación magnética. Cuando 
los timocitos se encontraban en un medio libre de Ca:?·. la presencia del CM no afectó el aumento inicial de 
Ja concentración de Ca:?· intracelular observado por la sola aplicación de concanavalina A. Sin embargo. 
cuando se ailadió caz· al medio en estas mismas células. s.: observó un incremento en el influjo de Ca:?-... Este 
hecho sugiere que el CM interactúa con los canales de calcio de Ja membrana plasmática y no con Jos 
depósitos celulares internos para producir este aumento de Ca:? .... 

También en linfocitos de timo. Walleczek y Budinger ( 199:?} encontraron resultados contrarios a Jos 
anteriores. Estos autores evaluaron la captura de "'Ca2

• al exponer linfocitos de timo a un CM rectangular de 
3 Hz. 6.5 mT durante 30 min. Los linfocitos activados con concanavalina A normalmente capturan mayor 
cantidad de "'Ca:?· (53o/o respecto a los no activados}. En presencia del campo magnético esta captura de 
"'ca==· en los linfocitos activados se redujo un 45o/o. En Jos linfocitos que no respondieron a la concanavalina 
A. la exposición a campo magnético produjo un incremento de 45Ca2 

.. del 39% comparado con aquellos que 
no respondieron y no fueron expuestos a campo magnético .. En ausencia de concanavalina A (linfocitos en 
G 0 ), no hubo ningún efecto significativo por Ja aplicación de campo magnético. Esto sugiere que Ja respuesta 
de Jos linfocitos a Ja estimulación con campos magnéticos depende del estadio del ciclo celular en el cual se 
encuentren. 

En trabajos posteriores. se ha confirmado que los linfocitos en reposo (G 0 } no responden a los 
campos magnéticos y que sólo aquellas células activadas por algún mitógeno y con alguna vía sei'ialización 
que involucre al calcio intracelular activada, responden a Ja estimulación con campos magnéticos. por Jo que 
se propone que Ja transducción de senales que involucra calcio es biológicamente importante para mediar Jos 
efectos de la interacción con el campo (Yost y Liburdy. J 992; Liburdy y cols, 1993). 

Por otra parte. existen en la literatura reportes en los que usando la sonda fluorescente Quin-2 no se 
encuentran cambios de concentración intracelular de Ca2 

... de los linfocitos, cuando estos son expuestos a 
diversas condiciones de CM (Coulton y Barker. 1993). 

Liburdy y cols (1993) suponen que el Ca2• intacelular es el parámetro fisiológico directamente 
afectado por Ja estimulación con CM. Por ello estos autores trataron de identificar una posible consecuencia 
biológica de la alteración del movimiento de Ca2 

.... En linfocitos activados con concanavalina A. observaron 
la inducción especifica del RNA mensajero para el proto-oncogen c-MYC por la estimulación de un CM de 
60 Hz y 20 mT durante 60 min. Esta inducción es especifica ya que el gen constitutivo para GAPDH no 
mostró un incremento en su expresión. Los autores descartan que la concanavalina A. induzca a c-MYC. ya 
que utilizan concentraciones subóptimas a las utilizadas para inducir mitosis. 

Por otra parte, en células linfoides inmortalizadas por el virus Epstein-Barr y en linfocitos normales 
expuestos a campo magnético de 50 Hz. JO µT y J mT. Desjobert y cols (1995} no encuentran diferencias en 
los niveles de transcrito para c-MYC 

Debido a que algunos reportes epidemiológicos vinculan la exposición a campos magnéticos con el 
desarrollo de cancer, Morandi y cols (1994) estudiaron el papel de las interleucinas (IL) 1 y 6. moléculas 
encargadas de la comunicación celular del sistema inmune. La disminución en Ja producción de interleucinas 
está relacionada con una respuesta inmune deficiente. mientras que un incremento en Ja producción de estas 
moléculas está relacionado con un proceso inflamatorio. Los autores expusieron a un campo magnético a 
macrófagos provenientes de un exudado peritoneal de ratón y realizaron mediciones de IL-1 a las 24 de 
exposición y de JL·6 a las 48 horas. por medio de la técnica de ELISA. El campo magnético empleado tenia 
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una frecuencia de 60 Hz. y una intensidad de 0.3 mT. Los resultados demostaron que la producción de IL-J e 
IL-6 no es af'ectada por Ja exposición a campos magnéticos. eléctricos o electromagnéticos. Sin embargo Jos 
autores no descartan la posibilidad de que aumentando el tiempo de exposición al campo. o la f"recuencia o 
intensidad. probablemente se podrían tener resultados diferentes. 

TIPO METO DO HALLAZGO FRECUENCIA INTENSIDAD 
CELULAR 

Jolley y cols islotes ·"ca:· disminución de 4 kHz No especificada 
1983 pancreáticos la captura. 

disminución del 
eflujo por 

estimuJación 
con glucosa 

Contiycols linfocitos ºCa2
• disminución de 3 Hz 6mT 

1985 la captura 
Lyle y cols Jinf'ocitos .asca2• aumento de Ja 13.6 Hz 20µT 

1991 captura 
Liburdy linfocitos Fura-2 incremento en el 60 Hz 22mT 

1992 influjo 
Wallaczeky Jinfocitos "''Ca2 ... disminución en 3 Hz 6.SmT 

Budinger. J 992 la captura 
Coultony linfocitos Quin·2 sin cambios 16 Hz y SO Hz 

Barker, 1993 
Lindstromy Jinf'ocitos T Fura-2 oscilaciones de SO Hz 0.ISmT 

cols leucémicos. Ca" 
1995 

NEURONAS 
En neuronas sensoriales de ratón cultivadas y despolarizadas con pulsos de corriente de amplitud 

constante. se ha observado que Ja exposición a un campo magnético de J l mT reduce Ja capacidad del pulso 
despolarizante para producir un potencial de acción en un 66%. Este ef"ecto se disminuye aumentando Ja 
distancia de los magnetos en el plano XV. debido posiblemente a variaciones en la intensidad del campo 
(McLean y cols. 1995). Estos datos son apoyados por experimentos en Jos que se varían las condiciones 
espaciales y de intensidad del campo y se observa la capacidad del campo magnético para inhibir los 
potenciales de acción en neuronas sensoriales (Cavopol y cols. 1995). 

LINEAS CELULARES 
Korz.h-Sleptsova y cols (1995). expusieron células Jurkat (linfocitos T leucémicos) a un campo 

magnético de 50 Hz de frecuencia y O. JO mT de intensidad. Los autores encontraron un incremento 
significativo de los niveles de L 4, 5-inositol trifosfato (IP3), el cual se presentaba inmediatamente después 
de Ja aplicación del CM y era máximo a los dos minutos. La preincubación de las células con el quelante de 
Ca2 '"" BAPTA/AM no af"ecta el incremento de IP3 producido por Ja exposición al CM. Si bien Ja formación de 
IPJ está directamente relacionada con Ja activación de Ja PLCyi• Jos autores discuten el hecho de que Ja 
quelación del calcio intracelular inhabilitaría a las PLCy1 para activarse ya que requiere de Ca2

•• por Jo que 
posiblemente el CM esté actuando a través de otro mecanismo para activar a Ja Jipasa. 

En Ja búsqueda de posibles sitios de acción del CM. Lindstrom y cols ( 1995) han trabajado también 
con células Jurkat. de las cuales se conoce gran parte de Ja vía de transducción de seilales. desde Ja activación 
del receptor de Ja célula T. hasta Ja transcripción de varios genes. Algunas proteínas relacionadas con Ja 
fosforilación/desfosforilación de tirosinas están involucradas en el reconocimiento del antígeno por el 
complejo del receptor/CD3. Dentro de estas proteínas se encuentran las tirosina cinasas ZAP-70 y Syk. así 
como miembros de Ja familia de tirosinas src. p561

c1c y p59'Y". y la tirosina fosfatasa CD45. Inmediatamente 
después de Ja activación del receptor, se observa la fosforilación de la PLC,. 1• la cual produce DAG e IP3 
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provocando un incremento de Ca:• intracelular. Los autores expusieron células Jurkat a un CM de 50 Hz de 
frecuencia y O.IS mT de intensidad y midieron mediante fura<? las concentraciones de Ca:- intracelular. 
Encontraron que las concentraciones de Ca:• oscilaban durante la exposición aJ CM. Cuando expusieron al 
CM una clona de células Jurkat que carece de fa fosfatasa CD45. no observaron oscilaciones de ca:· 
intracelular y cuando transfectaron células de esta cJona con ef dominio activo de la fosfatasa. observaron que 
las oscilaciones fueron restauradas. Los autores discuten eJ posible significado de estos resultados. AJ 
parecer. el CM interfiere con los procesos de fosforilación/desfosf'orilación de proteínas. sin embargo el 
blanco de estos efectos no tiene que ser necesariamente CD45. sino algún paso hacia arriba de la cascada. 
como la estimulación de CD3. Los autores no descartan que Ja elevación de la temperatura producida por el 
CM esté provocando estos erectos. 

Saffer y Thurston ( J 995) observaron en la linea celular de linfocitos HL60 y en células Oaudi de 
lint"oma que no existen cambios en Ja expresión deJ gen humano MYC o en Jos niveles de RNA mensajero de 
beta-actina cuando son expuestas a campos magnéticos de 60 Hz con intensidades en eJ rango de 5. 7 µTa 1 O 
mT. 

Dixey y Re in ( 1982) y cuantificaron Ja liberación de .JH- noradrenalina de células de 
f'eocromocitoma de rata PC12. bajo la estimuJación de un campo magnético pulsátil. Cada pulso ten(a una 
duración de 0.6 ms y se repetía cada 1.4 ms. La frecuencia del CM fué de 500 Hz. con una intensidad 
máXima de 8.5 G (8.5 x 10""' T). Estos autores observaron un incremento de la liberación durante el periodo 
de estimulación con campos magnéticos. Este incremento f'ué inhibido por la presencia de Mg:· extracelular. 
lo que sugiere una dependencia de caz .. extracelular. Sin embargo. los autores descartaron que el campo 
magnético fuera capaz de inducir la entrada de ca:· a través de despolarización. ya que calcularon que el 
campo eléctrico que se genera es inferior al asociado con un potencial de acción. 

En células de meJanoma humano MeWo. Ja exposición a campos magnéticos de 50 Hz de frecuencia 
y 400 mT induce un incremento en Ja frecuencia de mutaciones en el gen de hipoxantina-guanina fosforibosiJ 
transferasa. La frecuencia de estas mutaciones es mayor cuando se aumenta el periodo de e.xposición y Ja 
intensidad del campo magnético. Una posible explicación de este incremento en Jas mutaciones. es la 
existencia de errores durante Ja replicación del DNA. ya que cuando las células fueron tratadas previamente 
con arabinof'uranosilcitosina. un inhibidor de Ja síntesis de DNA. no se observaron diferencias en la 
frecuencia de aparición de la mutación con respecto a las células control (Miyakoshi y cols. 1996). 

ESTUDIOS IN VIVO 

En trabajos de cáncer de mama se ha observado que eJ crecimiento de un tumor esta asociado con eJ 
incremento de la actividad de Ja omitina descarboxilasa. enzima clave en la síntesis de poliaminas. Jas cuales 
participan en la proliferación celular y en el control de Ja expresión génica. Cuando se expusieron ratas 
hembras a un campo magnético de 50 Hz y 50 µT durante seis semanas. Ja actividad de la omitina 
descarboxilasa en mama se incrementó casi al doble. a niveles muy similares a Jos producidos por el agente 
carcinógeno DMBA. El tratamiento simultáneo con DMBA y CM aumentó Ja actividad de Ja enzima al nivel 
producido por cada tratamiento por separado (Mevissen y coJs, 1995). Los autores sugieren que el CM puede 
actuar más que como un promotor de Ja fonnación de tumores. como un agente copromotor. 

Thompson { 1995). cuantificó las concentraciones plasmáticas de conisol de ovejas expuestas a 
campos eléctricos y magnéticos producidos por una linea de alta tensión de corriente alterna. con el fin de 
observar si Ja secreción de conisol es at"ectada en estas condiciones. EJ campo magnético calculado fué de 40 
mG de intensidad y 60 Hz de f'recuencia. Las concentraciones plasmáticas de cortisol de las ovejas expuestas 
a los campos magnéticos y eléctricos no tuvieron ninguna alteración con respecto a las concentraciones de 
Jos animales control. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La estimulación con campos magnéticos (CM). produce una gran variedad de ef"ectos en algunos de 
los sistemas en que ha sido empleada. Estos efectos incluyen desde acelerar la regeneración de tendones y 
nervios (Rusovan y cols. 1992; Berg. 1992) y disminuir los síntomas de la enfennedad de Parkinson (Sandyk. 
J 992). hasta aherar los flujos de ca2

• en linfocitos (Lyle y cols. 1991; Walleczec y Budinger. 1992; Jolley y 
cols. 1983) o provocar crecimiento neurftico en células cromatines (Drucker-Colín y cols. 1994) y en células 
PC12 (Blackman y cols. 1993). Los mecanismos celulares que median estas respuestas no se conocen del 
todo, pero algunas evidencias experimentales indican que el Ca:?• podríajugar un papel muy imponante en la 
producción de dichos efectos. En linfocitos se ha propuesto a su vez que el CM altera la expresión de c-myc, 
c-jun y e-fas. y que de alguna manera induce Ja activación de la cinasa de proteínas dependiente de Ca: .. 
(PKC) (Liburdy y cols. 1991, Kavaliers y cols, 1991 ). 

Al estudiar la neurogenización inducida por estimulación con CM, la comparación con la inducida 
por NGF es inevitable. A diferencia de Ja estimulación con CM. actualmente se conocen muchos de Jos 
eventos que resultan de la unión del NGF a su receptor. Por ejemplo. la aplicación de NGF cerca de los 
cuerpos celulares de neuronas ganglionares. produce un incremento en Ja concentración intracelular de Ca:· 
(Eichler y cols. 1992). aún en un medio libre de este ión, lo que sugiere la liberación de Ca2 • de las pozas 
intracelulares (Yamashita y Kawana. J99J}. También se ha observado que en células PCI2 la aplicación 
crónica de NGF modifica el patrón de expresión de los diferentes tipos de canales de ca2

•. Estas células 
poseen en su fonna indiferenciada canales altamente sensibles a dihidropiridinas. sin embargo, esta 
sensibilidad disminuye a Jo largo del tiempo de tratamiento con NGF ya que aumenta la expresión de canales 
de ca:· no sensibles a dihidropiridinas (Takahashi y cols. 1985. Furukawa. 1993). También en células PCI2. 
Nikodijevic y Guroff ( J 991) observaron que el tratamiento con NGF provoca un incremento en la recaptura 
de .. ~ca2 •• el cual es máximo después de 5 minutos de Ja aplicación del NGF. Este incremento en la recaptura 
es parcialmente inhibido por bloqueadores de canales de Ca2

• tipo L. Estos datos indican que Ja 
diferenciación producida por NGF se acompafla de cambios en las concentraciones intracelulares de ca2

•• 

Existen otros factores que son capaces de producir crecimiento neuritico en células cromatines y 
PCI2. como el AMP cfclico, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Connolly y cols. 1984). Ja 
trasfección de ras o de Ja cinasa de tirosinas src. Las células PC 12 diferenciadas con NGF o transfectadas con 
src poseen corrientes de Ca:!• insensibles a dihidropiridinas (Rausch y cols. 1990). En neuronas. la aplicación 
del anticuerpo contra la glucoprotefna de superficie Thy-1 produce crecimiento neurítico. el cual es 
dependiente de la entrada de Ca:!• a través de Jos canales tipo L y N (Doheny y cols. 1993 ). 

Si concebimos el crecimiento neuritico como un proceso que depende de las concentraciones 
intracelulares de Ca:· podemos suponer que los diferentes factores inductores de neurogenización podrian 
alterar estas concentraciones a través de distintos mecanismos. Paniendo de esta suposición y basados en los 
antecedentes de otros tipos celulares. los experimentos realizados en este trabajo pretendieron esclarecer si el 
Ca2 

.. panicipa en la neurogenización de las células cromafines estimuladas con CM y qué tipos de canales de 
calcio sensibles al voltaje se encuentran involucrados. 
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OBJETIVOS 
Considerando la importancia del calcio en los procesos asociados a la estimulación con campos 

magnéticos, y con el fin de establecer los posibles mecanismos a través de los cuales los campos magnéticos 
inducen la diferenciación de las células cromatines, se plantearon los siguientes objetivos 

GENERALES 
l. Investigar si el calcio juega un papel importante en la neurogenización de las células cromatines. 
producida por estimulación con campos magnéticos. 
2. Investigar si los canales de ca=-· sensibles a voltaje están involucrados en el proceso de 
neurogenización de las células cromafines inducido por estimulación con campo magnético. 

ESPECiFICOS 

1.1 Investigar si en ausencia de ca:· extracelular. la estimulación con CM es capaz de producir 
diferenciación morfológica en las células cromafines. 

2.1 Investigar si el bloqueo de los canales de Ca2
• tipo L. afecta la neurogenización de las células 

cromafines provocada por estimy.Jación con campo magnético. 

2.3 Investigar si el bloqueo de los canales de Ca2
• tipo N. afecta la neurogenización de las células 

cromafines provocada por estimulación con campo magnético. 

HIPOTESIS 

En este trabajo se propone que la estimulación con CM involucra el movimiento de Ca2 • a través de 
la membrana para producir la diferenciación celular de las células cromafines hacia un fenotipo neuronal. 

l. 

2. 

El bloqueo de los canales de Ca2 • dependientes de voltaje inhibirá la neurogenización producida por 
la estimulación con CM. 
La estimulación de la entrada de Ca2• aumentará la diferenciación de las células cromafines. 
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ME TODOS 

Cultjyo de eélula5 c:romafines 
Se prepararon cultivos de células cromatines disociadas tal como se ha descrito anteriormente 

(Pacheco-Cano y cols. 1990). Brevemente. se obtuvieron glándulas suprarrenales de ratas Wistar de los días 
1- a 3 postnatales (01-03). La médula adrenal fue colectada y Ja disociación del tejido se llevó a cabo en 
colagenasa (2 mg/ml) (Wonhington. tipo 1) en una solución salina Spinner libre de Ca~· más 
desoxirrihonucleasa 1 (DNAasa)(Sigma. tipo 11) ( 15 g/ml) durante 45 min. a 37° C con ligera agitación 
constante. El tejido f"ue dispersado mecánicamente y la suspensión celular fue centrifugada a 1 OOg. 20ºC 
durante 10 min. Las células fueron suspendidas en medio Dulbecco modificado por Eagle (DMEM. Gibco), 
suplementado con IOo/o de suero de bovino fetal (Gibco). 4.5 g/ml de insulina (Sigma), JOO U/mi de 
penicilina (Sigma), 100 g/ml de streptomicina (Sigma). y 2.5 g/ml de fungizona (Gibco). La viabilidad 
celular después de este procedimiento. detenninada por el método de exclusión de azul de tripano. fue del 
90o/o. La células cromafines fueron sembradas en cajas Costar de 24 pozos (pozos de 16 mm) a una densidad 
de 250.000 células/pozo para los análisis morfológicos y de 300,000 células/pozo para Jos experimentos de 
liberación. El NGF (SO ng/ml) (Sigma) fue ai\adido a la mitad de los pozos de cultivo. mientras que la otra 
mitad sirvió como control de Ja neurogenización espontánea. Las células fueron mantenidas en cultivo 
durante 7 días en atmósfera húmeda So/oC0:-95% O: a 37ºC y el medio de cultivo fue cambiado cada 72 
horas. 

Las dihidropiridinas Nifedipina (Sigma) y (-)Bay K 8644 fueron disueltas en DMEM más 60% de 
etanol. Debido a que las dihidropiridinas son sensibles a la luz. fueron mantenidas en botellas opacas y 
administradas en oscuridad. 24 horas i..lfspués del sembrado celular. La ro-conotoxina GVIA (RBI) fue 
disuelta en agua estéril. Se obtuvieron curvas dosis respuesta de sobrevida con diluciones seriales de las 
soluciones filtradas. La concentración má.xima de etanol en el caso de las dihidropiridinas fué por pozo 0.4%, 
Ja cual no afecta la sobrevida de las células cromatines. Jo cual fué confirmado aplicar esta concentración de 
etanol en pozos que sirvieron como testigo.. El medio fue reemplazado por medio fresco cada 48 horas. Las 
células f"ueron cultivadas en presencia de Jos diferentes fánnacos durante seis días. Las concentraciones 
finales fueron para cada fármaco: nifedipina 0.1 µM y 0.3 µM; ro-conotoxina O.S µM y 1 µM; Bay K 8644 
SµM. 

Para los experimentos sin Ca:.• extracelular • se utilizó DMEM sin ca2
• (GIBCO), el cual fué 

suplementado con l Oo/o de suero de bovino fetal. insulina. antibióticos y antirnfoóticos en las concentraciones 
ya mencionadas. 

Exposjcjóp de las células cmmafinc5 al c:ampp ma¡:nético 

Las células cromafines cultivadas en presencia o en ausencia de NGF. con o sin nifedipina. cu­
conotoxina o Bay K 8644. fueron expuestas a campos magnéticos de baja frecuencia (60 Hz) como ha sido 
descrito por Bassen y cols ( 1992). Las células cultivadas en cajas Costar de 24 pozos fueron colocadas 
entre dos bobinas de manera que el campo magnético fuera perpendicular a Ja base de las cajas de cultivo. 
Bajo estas condiciones. las células fueron expuestas a un campo magnético estático uniforme de 7 G (700 
µT). desde el segundo hasta el séptimo dfa de cultivo. Todos los grupos fueron expuestos al campo 
magnético por un periodo de dos horas. dos veces al día .. Las parrillas de acero normalmente usadas en Ja 
incubadora fueron sustituidas con parrillas de acrílico para eliminar el calor generado por Ja exposición al 
campo magnético. 

lnmunocitoqulmica 
Los cultivos de células cromafines fueron procesados para examinar Ja presencia de la enzima 

tirosina hidroxilasa (TH), usando la técnica de peroxidasa-antiperoxidasa (Sternberger y cols, 1970). Las 
células fueron fijadas en paraformaldehído al 4% en una solución amoniguadora de fosfatos 0.1 M , con 0.9% 
de NaCl (PBS), pH 7.4. durante 30 minutos y penneabilizadas con Triton X-100 al O.lo/o más lo/o de suero 
normal de cabra (Vectastain ABC kit, Vector Labs. Inc.) en PBS 0.01, pH 7.4. Las células fueron expuestas 
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durante t2 horas al anticuerpo de conejo. anti-TH (1:2000) (Chemicon). Las células fueron lavadas e 
incubadas en anti- lgG de conejo hecho en cabra ( 1 :200) por dos horas. lavadas nuevamente y reveladas 
utilizando el sistema de complejo avidina-biotina. peroxidasa. con diaminobenzidina como cromógeno 
(Vectastain ABC kit. Vector Labs. fnc.). 

Cuaotjficacjóo de la oeuroeenización 
La cuantificación de la neurogenización producida en células cromafines TH- positivas se realizó 

con la ayuda del microscopio invenido de contraste de fase bajo el cual se contaron el número total de células 
que emitían neuritas y cuya longitud fuera mayor o igual al diámetro de una célula. Se contaron 30 campos 
tomados aleatoriamente por cada pozo de cultivo y los resultados fueron expresados como el porcentaje de 
células que emiten neuritas con respecto al número total de células en cada pozo. Cada punto individual es el 
promedio de los valores obtenidos de 30 pozos correspondientes a 1 O experimentos diferentes. 

Análisjs mor(ométrjcos 
Las células cromafines cultivadas para las mediciones. fueron filmadas con una video camara 

adaptada a un microscopio invenido Nikon y almacenadas en ronnato VHS (JVC VCR). Las imágenes 
filmadas rueron analizadas fuera de línea con el programa IMAGEN M4. midiendo la longitud de las 
neuritas de cada una de las células individuales existentes en el campo. Los datos se expresan como la 
longitud promedio de las neuritas presentes en una célula ± el EEM. en cada una de las condiciones 
experimentales. 

Liberación de 3 H-NgradrenaUna 
Los experimentos de liberación de 3 H-Noradrenalina (3H-NA) fueron realizados esencialmente 

como fué descrito por Simon y cols ( J 988. I 989). con algunas modificaciones. Las células cromafines 
fueron incubadas con 1 Ci/ml l-[7,8-1 H - noradrenalina (125nM) (12.0 Ci/mmol. Amersham) durante 60 
minutos 3 7ºC (Bader y cols. 1986). Las células cultivadas durante siete días en presencia o ausencia de 
Nifedipina fueron lavadas con solución Locke (NaCI 140 mM, KCI 4.7 mM. KH;:P04 1.2 mM. MgSO,. 1.2 
mM, CaCI, 2.2 mM, glucosa 1 1 mM , ácido ascórbico 0.546 mM, Hepes 15 mM, pH 7.5) más 1 O M de 
pargilina (Sigma). Posteriormente fueron incubadas por dos períodos de 1 O minutos en Ja misma solución 
(liberación basal) y estimuladas por 1 O minutos con KCI 59 mM (53.1 mM de NaCI sustituido por KCI). 
Después de la estimulación. las células fueron hidrolizadas por 30 minutos en NaOH 0.4 N y luego 
diluidas con agua (concentración final O. 16 N de NaOH) y retiradas del fondo del pozo. Se tomaron alícuotas 
para medir la radioactividad remanente en las células y determinar Ja cantidad de proteína. La cantidad de 
3 H-NA liberada fué calculada como el porcentaje del total de radioactividad presente en las células basado 
en Ja cantidad liberada más Ja cantidad remanente en las células. La liberación provocada por la estimulación 
con KCI fue calculada utilizando la cantidad de 1 H-NA liberada durante el período de incubación con KCI 59 
mM con respecto a Ja cantidad liberada durante los periodos de liberación basal. Los datos son expresados 
como la media ± el error estándar de la media (EEM). y cada punto representa el promedio de los valores 
obtenidos de 1 O experimentos dif'erentes. 

En otro grupo experimentos • se realizó el mismo procedimiento pero se agregó nifedipina 0.3 µM 
en Ja solución Locke y en la solución de alto K .... De este modo se obtuvo una exposición aguda a nifedipina 
en el momento de la liberación. 

La cantidad de proteína fue medida por el método de Bradford (1976). con albúmina bovina como 
proteína estándar. 

Análjsjs estadistjeos 
Las comparaciones entre los tratamientos fueron realizadas mediante pruebas de análisis de varianza 

(ANOVA) de una via. 
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RESULTADOS 

lnmuooc:itoquimjca y morfologfa de la1 c;éh1las cromaOncs en &:ultiyo 

Las células cromafines de rata cultivadas en presencia o ausencia de NGF durante 7 días mostraron 
inmunorreacción a TH y una morfología similar a Ja descrita por otros autores incluyendo la emisión de 
neuritas (Unsicker y cols. 1985; Notter y cols, 1989; Unsicker y cols, 1978; Unsicker y cols, 1984). Las 
células cromafines de rata neonatal expuestas a la estimulación con CM de baja frecuencia muestran cambios 
fenotipicos similares a aquellas expuestas a NGF. La inducción del crecimiento neurítico se observa tanto en 
células individuales como en los agregados._ los cuales también mostraban inmunotinción positiva a TH. 

Tanto la exposición de células cromafines en cultivo a NGF como la estimulación magnética de baja 
frecuencia producen un porcentaje similar de neurogenización el cual es significativamente diferente del 
obtenido en el grupo control (F=47.16. P <0.001). El porcentaje de células neurogenizadas fue lOo/o en el 
grupo control; 35% en el grupo tratado con NGF; 30% en el grupo tratado con CM y 32o/o en el grupo 
tratado con NGF y CM. 

Djferenc;jación de las célyla5 s:romafine5 con nifedipipa y ro-conotnxjna 
Cuando las células cromafines fueron·cultivadas en presencia de nifedipina 0.1 µM O 0.3 µM. no se 

observaron cambios en el porcentaje de neurogenización con respecto al control. En presencia de NGF más 
nifedipina 0.1 ó 0.3 µM. las células cromafines mostraron una pequefta disminución en el porcentaje de 
células neurogenizadas respecto al porcentaje obtenido con NGF solamente. Sin embargo este porcentaje de 
neurogenización pennaneció estadísticamente significativo respecto al control (Fig. 3A) 

Al mantener los cultivos celulares en presencia de nifedipina 0.1 µM ó 0.3 µM con estimulación 
con CM se observó una inhibición del porcentaje de neurogenización. Esta inhibición del porcentaje de 
neurogenización fué estadísticamente significativa cuando se comparó con el porcentaje producido por la 
estimulación con CM (F= 64.03, P <0.001 vs CM) (Fig. 3A) 

Las células cromafines estimuladas con CM en presencia de NGF mostraron un porcentaje de 
emisión de neuritas casi idéntico al producido por la simple exposición a NGF. Bajo esta condición. ambas 
concentraciones de nifedipina no produjeron una inhibición significativa de la neurogenización. El 
porcentaje de células con neuritas pennaneció significativamente diferente al que presenta el grupo control 
(F= 76.94, P< 0.001) (Fig 3A) 

Con el fin de investigar el posible papel de los canales de calcio tipo N en la neurogenización 
mediada por CM. utilizamos el bloqueador especifico w-conotoxina GVIA de manera crónica. La toxina 
empleada a concentraciones de 0.5 µM y 1 µM no produjo ningún efecto en el porcentaje de 
neurogenización espontáneo ni en el producido por la estimulación con NGF. Sin embargo, cuando las 
células fueron expuestas a CM en presencia de la toxina. observamos con ambas concentraciones de co­
conotoxina una inhibición en el porcentaje de neurogenización. aunque esta solamente fué estadfsticamente 
significativa en la concentración de 1 µM (p<0.05 vs CM) (Fig. 38) 

Al cultivar las células cromafines en presencia de ambos bloqueadores de canales de Ca~· (nifedipina 
0.3 µM y w-conotoxina 1 µM) el porcentaje de neurogenización espontáneo no se afectó. pero sí disminuyó 
significativamente la neurogenización producida por NGF. por CM y por ambos estímulos aplicados 
simultáneamente (Fig JC) 

Qjfcrendasión de las células cromafines con Hay K 8644 

El agonista del canal de calcio tipo L. Bay K 8644 pro"duce por sf mismo un incremento del 58 % en 
el porcentaje de neurogenización (F=8.23. p < 0.01). Cuando el NGF o el CM fueron combinados con el Bay 
K 8644 hubo un incremento adicional del 102% y 107 % respectivamente en el porcentaje de 
ncurogenización (F=49.6. p<0.001 y F=43.3. p<0.001). De este incremento 72% y 56% respectivamente 
fueron contribuidos por el NGF o el CM (Fig 30). 
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El porcentaje de células neurogenizadas del grupo tratado con NGF + Bay K 8644 aumento un 
26.8% respecto al del grupo tratado sólo con NGF. En el caso del grupo tratado con CM+ Bay K8644 este 
aumento de fue de 32.5% con respecto al grupo tratado sólo con CM. De manera interesante, no se 
observaron diferencias significativas cuando el porcentaje de neurogenización del NGF fué comparado con el 
del NGF + Bay K8644. La misma comparación en el caso del CM sí mostró diferencias significativas entre 
ambas condiciones (F=4. l 9. p<O.O 1 ). Esto muestra que el Bay K8644 potencia el efecto del CM pero no el 
delNGF. 

Cuando el NGF y el CM fueron aplicados simultáneamente con o sin Bay K8644. no se observaron 
diferencias significativas entre grupos. Sin embargo. se observó un pequefto aumento en el porcentaje de 
neurogenización de estos grupos cuando se les comparó con cada condición por separado. 

Análisis de la lon1rjtud de la5 neurjtas 

La figura 4 ilustra el efecto de los bloqueadores de canales de Ca2
• sobre la longitud de las neuritas. 

En esencia se muestra que individualmente el NGF y el CM o ambos simultáneamente incrementan de 
manera significativa la longitud de las neuritas (p<0.001 ). Las dos dosis probadas de nifedipina (Fig 4A) 
mantienen la longitud de las neuritas al nivel del control cuando las células son estimuladas con CM, pero no 
cuando son estimuladas con NGF. Cuando ambos estímulos son combinados, la nifedipina mantiene la 
longitud de las neuritas al nivel del control. 

En presencia de w-conotoxina. la longitud de las neuritas producidas por NGF es inhibida, pero 
permanece significativamente diferente con respecto al control. Jo cual no sucede en el caso de las células 
estimuladas con CM. La aplicación de w·conotoxina no disminuyó Ja longitud de las neuritas producidas por 
la estimulación simultánea de NGF y CM (Fig. 48) 

La figura 4C. muestra que la aplicación simultánea de nifedipina (0.3 µM) y w·conotoxina (J 
µM). provocó una disminución de la longitud de las neuritas que emitieron las células estimuladas con NGF. 
CM o con CM+NGF. 

Cuando se estimuló la entrada de calcio a través de los canales de calcio tipo L con Bay K8644. se 
observó un incremento en la longitud de las neuritas que formadas espontáneamente. con respecto a las 
formadas en ausencia de Bay K8644. La presencia de Bay K8644 no tuvo ningún efecto en Ja longitud de las 
neuritas producidas por NGF, sin embargo sí produjo un aumento en Ja longitud de las neuritas provocadas 
por la estimulación con CM o por la aplicación simultánea de CM y NGF (Fig 40). 

Porcentaie de neuroeenizacjón en medjo cop bajo calcjo 

Para investigar la dependencia de Ca2
• extracelular en la neurogenización se realizaron 

experimentos en medio DMEM sin Ca2
• suplementado con 10% de suero de bovino fetal. el cual aporta una 

concentración aproximada de Ca2
• de 240 micromoles en cada litro de medio preparado. 

El porcentaje de neurogenización de las células cromatines cultivadas en un medio con bajo Ca2• se 
mantuvo al nivel de la neurogenización espontánea. es decir alrededor del 10%. Cuando las células f'ueron 
cultivadas en medio con bajo Cal• en presencia de NGF el porcentaje de neurogenización fué 
aproximadamente 30%. muy similar al obtenido en un medio con Ca2

• en presencia de NGF. En las células 
cromafines cultivadas en bajo Ca:!• y esrimuladas con CM se observó una disminución del 40% en el 
porcentaje de neurogenización respecto a las células estimuladas con CM en presencia de Cal• (p < 0.01) (Fig 
6) 

l1jbcrac:ión de 3H-noradcenalina 

Los cambios fenotípicos inducidos por NGF en las células cromafines en cultivo se correlacionan 
con una mayor proporción de células noradrenérgicas y una menor proporción de células adrenérgicas en el 
estado diferenciado (MOller y Unsicker. 1986). En estos experimentos comparamos el patrón de liberación 
de 3 H·noradrenalina en las células diferenciadas tanto por NGF como por estimulación con campos 
magnéticos de baja frecuencia. Asimismo compararnos este con el correspondiente al de las células 
cultivadas en presencia de nifedipina. con el fin de evaluar si la presencia crónica de nifedipina afecta el 

29 



) 

) 

::i 

) 

) 

) 

) 

; 

mecanismo de liberación de las células cromafines en cultivo. Adicionalmente probamos si la aplicación 
aguda de nifedipina en estas células afectaba la liberación de 1H-noradrenalina 

En el primer grupo de experimentos no se encontraron diferencias en el patrón de liberación basal 
entre todos los grupos experimentales. Esta liberación basal se m.antuvo en un rango de 7-So/o del total 
acumulado (Fig. 7A ). En cambio. la despolarización con KCI indujo un aumento significativo en la 
liberación de 3 H-noradrenalina respecto a la liberación basal en todos Jos grupos (P<0.001 ). La cantidad de 
liberación obtenida por la estimulación con KCI fué similar en todas las condiciones experimentales. 
manteniéndose en un rango del 2.0o/a del total acumulado (Fig 7B). 

En un segundo grupo de experimentos estudiamos la liberación de .JH-noradrenalina en presencia de 
0.3 µM de nifedipina. Encontramos que el porcentaje de liberación basal se mantuvo a niveles muy similares 
a los de la liberación basal del experimento en el que no se aplicó nifedipina en el medio al momento de la 
liberación (Fig 7C}. Sin embargo. ta aplicación aguda de nifedipina inhibió la liberación provocada por el 
estímulo despolarizante de KCI 59 mM. Tanto en el grupo control como en las células cultivadas en 
presencia de nifedipina. el estimulo despolarizante no provocó liberación de .JH-noradrenalina. En los grupos 
cultivados en presencia de NGF y NGF + 0.1 µM de nifedipina. la liberación estimulada fue 
significativamente mayor a la basal (p<0.05 y p< O.O J respectivamente). Así mismo, los grupos que crecieron 
en presencia de CM+NGF con o sin nifedipina. muestran un aumento significativo en el porcentaje de 
liberación cuando se les estimuló con KCI 59 mM (p<0.05 en el grupo CM+NGF; p<0.01 en CM+NGF+0.3 
M de nifedipina y p<0.001 en CM+NGF+0.1 M de nifedipina). En Jos grupos estimulados con CM el 
aumento sólo fué significativo cuando las células se cultivaron además en presencia de 0.3 M de nifedipina 
(p<O.O 1 vs su basal) (Fig 70). 

La cantidad de proteínas medida al final de los experimentos de liberación no mostró diferencias 
entre los grupos experimentales, y fue en µg (n=4): células control 65. l ± 4.3. nifedipina O. l µM 66 ± O, 
nifedipina 0.3 µM 62.4 ± 2.3. NGF 66.4 ± 4. NGF + nifedipina O. lµM 71.6 ± 4.6. NGF + nifedipina 0.3 µM 
73.4 ± 2.2. CM 71.5 ±2.6. CM+ nifedipina 0.1 µM 62.7 ±1.3. CM+ nifedipina 0.3 µM 58.6 ± 2. NGF +CM 
68.8 ± 6.7. NGF +CM+ nifedipina 0.1 µM 67.5 ± 6.9. NGF +CM+ nifedipina 0.3 µM 65.7 ± 1.2. 
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FIGURA 3: Gráfica que ilustra el porcentaje de células cromafines que se diferenciaron hacia un fenotipo 
neuronal. Se muestra el efecto de los bloqueadores de canales de Ca:· en la neurogenización inducida por 
NGF y CM. Las células cromafines fueron cultivadas en presencia o ausencia de NGF o CM durante siete 
dias. En el segundo dla de cultivo se aftadió nifedipina (0.1 o 0.3 µM) (A), w-conotoxina (0.5 o 1 µM) (B) o 
ambas (C). Se realizó una inmunocitoqufmica con anticuerpo contra Tirosina Hidroxilasa {TH) y se calculó el 
porcentaje de las células neurogenizadas del total de células. En (D)9 se ai'\adió el agonista del canal de Ca:!· 
tipo L Bay K 8644 (5 µM) en presencia o ausencia de NGF o CM. Comparaciones estadísticas • p < 0.05 vs 
C; •• p < 0.01 vs C; ••• p < 0.001 vs C; + p < 0.01 vs CM; ++ p < 0.001 vs CM;• p < 0.01 vs NGF; X p < 
0.01 vs CM+ Bay K8644 
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FIGURA 4: Gráfica que ilustra la longitud de las neuritas en las células diferenciadas. Se muestra el efecto 
de las toxinas bloqueadoras de canales de Ca.:• en la longitud de las neuritas de las células cromafines 
cultivadas. Las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de NGF o CM y nifedipina (A}. w­
conotoxina (B) o ambas (C). (0) ilustra el efecto del Bay K 8644 (S µM) en la longitud de las neuritas. Este 
agonista de canales de ca=· tipo L potencia la longitud de las neuritas en todos los grupos. Las células fueron 
inmunotei\idas con Anti-TH y medidas como se describe en los métodos. Las comparaciones estadísticas 
fueron hechas respecto al control. Cpmparaciones estadísticas: •• p < O.O 1 vs C; • • • p < 0.001 vs C; • p < 
O.O¡ vs NGF; •• p < 0.001 vs NGF; ++ p < 0.001 vs CM; X p < O.O 1 vs CM; $ p < 0.001 vs Bay K8644; $$ 
p < 0.01 vs CM+ NGF + Bay K8644 
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FIGURAS: Fotomicrografías de células diferenciadas inmunorreactivas a TH con estimulación por CM. (A) 
antes de la estimulación. (B) estimuladas con Cf\f1 durante siete dias .. (C) como en B pero cultivadas con 0.3 
µM de nifedipina. (D) como en B pero cultivadas con S µM de Bay K 8644. Obsérvense los cambios en la 
longitud de las neuritas. 
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FIGURA 6: Gráfica que muestra el porcentaje de células cromafines que adquiere un fenotipo neuronal en 
medio con bajo Ca2

•• Las células cromafines se mantuvieron en cultivo en un medio sin ca: .... suplementado 
con 10% de suero de bovino fetaJ. Las células fueron inmunoteftidas con anticuerpo anti-TH y cuantificadas 
como en la Fig. l.• p < 0.001 respecto al control •• p < 0.01 respecto al CM en presencia de Ca:.·. 
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FIGURA 7: La liberación de 'H-noradrenaJina fue medida en células cromafines cultivadas durante siete dias 
en presencia de nifedipina y NGF o CM. La liberación basal fué obtenida de dos períodos de incubación de 
JO minutos cada uno con solución Locke. La liberación inducida por KCJ fué obtenida durante un periodo de 
diez minutos de incubación con KCI 59 mM. El porcentaje de liberación de estos periodos fué calculado de la 
cantidad total de liberación. (A) Liberación basal en un medio de lavado sin nifedipina. (B) Liberación 
inducida por KCI como en A. (C)Liberación basal en un medio de lavado que contenía 0.3 µM de 
nifedipina. (D) Liberación inducida en un medio como en C. Las batTas negras indican diferencias 
estadísticamente significativas con respecto a sus propios niveles basales. 
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) 
DISCUSION 

AJgunos estímulos físicos como Ja temperatura. Ja aplicación de un campo eléctrico, las diferentes 
longitudes de onda o frecuencias de sonido pueden alterar Ja fisiología de Jos organismos a distintos niveles. 

Existen evidencias experimentales. que demuestran que la aplicación de un CM sobre Jos sistemas 
biológicos es capaz de producir diversos efectos. Por ejemplo. la estimuJación con CM provoca cambios en el 
flujo de ca==· en diversos tipos celulares como linfocitos. células PCI2 e islotes pancreáticos. 

En los linfocitos~ la exposición a CM reduce Ja recaptura de .¡jea:·\ indicando que el CM puede estar 
afectando el movimiento de ca==· a través de Ja membrana plasmática (Conti y cols. 1985). Estos efectos 
parecen ser dependientes del estado metabólico en que se encuentre la célula y de Ja intensidad del campo 
magnético (WaJleczec y Budinger. J 992). En linfocitos T nonnales y leucémicos. la recaptura de calcio se 
incrementa durante la exposición a CM (Lyle y cols. 1991). Incluso se ha llegado a fonnular la hipótesis de 
que las alteraciones en el influjo de este ión podrían ser propagadas a través de una cascada de transducción 
de senales para alterar la inducción del mRNA de c-MVC (Liburdy y cols. 1993). 

Una evidencia indirecta de que el CM produce un influjo de ca::-.. está dada por los experimentos de 
Dixey y Rein (1982), en los que muestran que durante Ja aplicación de CM se produce un aumento en la 
liberación de 'H-noradrenalina {1H-NA) en células PCJ2. 

Por otra parte. en estudios recientes se ha observado que Ja aplicación de un CM de 60 Hz y 7 G 
sobre células cromafines cultivadas produce una diferenciación morfológica similar a la obtenida por Ja 
aplicación de NGF (Drucker-CoJin y cols. 1994 ). 

La estimulación de las células cromaflnes con NGF. promueve cambios en Ja expresión de Jos 
diferentes tipos de canales de ca::• sensibles a voltaje (Takahashi y cols. 1985. Furukawa y cols. 1993). así 
como un incremento en la recaptura de 4!1ca: ... {Nikodijevic y Guro~ 1991). Las células cromafines tratadas 
con NGF presentan una mayor densidad de corriente de Na· respecto a las células no tratadas con este factor 
trófico. Este incremento en la densidad de corriente es progresivo a Jo largo del tiempo de tratamiento con 
NGF (Islas-Suárez y cols. 1994). Efectos similares se observan cuando las células cromafines son expuestas a 
un CM. Por ejemplo. la aplicación de este estimulo físico produce un aumento en la densidad de corriente de 
Na·. ligeramente inf'erior al inducido por la aplicación de NGF. Esto sugiere un posible aumento en la 
expresión de canales de este ión (Drucker-Colín y cols. 1994). Del mismo modo. la apJicación de CM 
produce también un incremento en la densidad de corriente de Ca::· en las células cromafines. La densidad 
de corriente de Ca:: .. de las células tratadas con CM es mayor que Ja de las células en condiciones control. pero 
ligeramente menor a Ja densidad de corriente de las células tratadas con NGF. Además en las células tratadas 
con NGF o con CM el componente de la corriente sensible a dihidropiridinas es mayor que en las células 
control. Jo que sugiere una mayor expresión de canales de ca::· tipo L (Morgado y coJs. en prensa: ver 
manuscrito anexo). 

Todos estos datos indican que el CM, no sólo promueve diferenciación de las células cromafines a 
nivel morfológico. sino que muy posiblemente Ja diferenciación incluye cambios en Ja actividad y/o 
expresión de los diferentes canales iónicos. · 

Con el propósito de conocer cuales son los mecanismos por Jos cuales el CM induce Ja 
diferenciación neuronal, en este trabajo se realizaron manipulaciones farmacológicas de Jos canales de Ca::· 
tipo L y N con el fin de observar su papel en este proceso. 

Bloqueo de lgs capales de Cal• tjpo L y N 

En presencia de NGF. el tratamiento crónico de nifedipina no produce ningún efecto sobre el 
porcentaje de neurogenización. Este dato sugiere que la neurogenización producida por el NGF posiblemente 
no requiere influjo de Cai· a través de Jos canales tipo L. Si bieri se sabe que el tratamiento crónico con NGF 
produce una aumento de Ja corriente de Ca2

• en las células cromafines y PC J 2. no se tiene claro si este 
incremento es causa o consecuencia del proceso de neurogenización. 

Algunos autores proponen que la aplicación aguda de NGF provoca una entrada de ca:.·. que 
aumenta la concentración citoplasmática de este ión para desencadenar la neurogenización de las células 
(Pandiella-Alonso y cols, J 986; Nikodijevic y Guroff, 1991 ). La entrada de Ca'- podrfa ser a través de Jos 
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canales sensibles a voltaje. especialmente los tipo L (Rogers y Hendry. 1990). o debida a una liberación Ca:?· 
de las pozas intracelulares dependiente de ca:.• extracelular (Contreras y Guroff". t 987). o independiente de Ja 
presencia de ca::- extracelular (Yamashita y Kawana. 1991 ). Sin embargo existen algunas evidencias que no 
apoyan esta teoría. Landreth y cols ( 1980). no encontraron ningún efecto de la aplicación aguda de NGF 
sobre los flujos de º15Ca:.·. Streit y Lux (1987). no observaron ninguna alteración de las corrientes de Ca:?· 
provocada por la aplicación aguda de NGF que pudiera apoyar que las corrientes de Ca::· tienen un papel 
activo en la neurogenización inducida por NGF. Estos autores observaron que el NGF produce en las células 
PCJ2 un incremento en Ja corriente de ca::· sólo después de tres días de tratamiento • una ve"z que Jos 
cambios morfológicos son evidentes. Después de la aplicación de NGF y durante los dos primeros días de 
tratamiento no pudieron observar ninguna alteración en la corriente de este ión. Jo que sugiere que. por Jo 
menos el inicio de la neurogenización mediada por NGF no requiere alteraciones en los flujos membranales 
de ca::- y que este f"actor trófico no actúa a través de este mecanismo. 

Por otro lado. la aplicación de nifedipina. un bloqueador orgánico de canales de Ca::· tipo L. en el 
medio de cultivo. produce una inhibición significativa del crecimiento neurftico provocado por la 
estimulación con CM. Este resultado indica que en las células cromafines estimuladas con CM. el influjo de 
ca::• a través de Jos canales de Ca::• tipo L es necesario para inducir las respuestas celulares que promueven 
la fonnación de neuritas. Actualmente se ha demostrado que los canales de ca::· juegan un papel importante 
en el proceso de neurogenización no mediada por f"actores tróficos. Por ejemplo. Ja emisión de neuritas de las 
células PC 12 provocada por Ja aplicación de anticuerpos contra Thy· l requiere influjo de Ca:!:- a través de los 
canales tipo L y N (Ooherty y col ... J 993). En neuronas ganglionares privadas de NGF se ha observado Ja 
importancia de los canales de ca=-· tipo L para la sobrevida mediada por despolarización con KCI (Koike y 
Tanaka. 1991; Eicher y cols. 1992; Tanaka y Koike. 1995) 

Sin embargo. actualmente se sabe que en células PC 12. la entrada de ca::• provocada por Ja 
despolarización con KCJ durante una hora diaria. no es suficiente para inducir neurogenización o un 
incremento en la corriente de Ca::·. Sin embargo el tratamiento con NGF durante una hora diari~ no sólo 
produce neurogenización observada a los tres dfas. sino incrementa la corriente de Ca::• y promueve la 
transcripción de C·jun y C·fos (CavaJié y cols. 1994). Estos experimentos sugieren que la elevación de Ja 
concentración intracelular de ca::· no es Ja responsable de la neurogenización mediada por NGF, y cuestionan 
hasta que punto la despolarización podría inducir neurogenización. 

Aunque se requiere otro tipo de experimentos para probar que el CM provoca despolarización en las 
células cromafines. es cJaro que este no es el único mecanismo a través del cual el CM promueve la 
neurogenización. Posiblemente el CM. al ser un estímulo tlsico no mediado por ningún receptor. actúe de 
manera inespecffica sobre las células, alterando los flujos de 45Ca::· (Jolley y cols. 1983). o la expresión de 
genes (Liburdy y cols, 1993: Desjobert y cols, 1995). 

Por otra parre. el bloqueo de los canales de ca::· tipo N con ro-conotoxina produce a altas 
concentraciones ( 1 µM) inhibición de Ja neurogenización mediada por CM. Nuevamente. esta toxina no altera 
el porcentaje de neurogenización producido por NGF. Jo que sugiere que este tipo de canales no es relevante 
en el proceso de neurogenización. No se tiene una idea clara del papel de estos canales en la diferenciación 
mediada por NGF. Takahashi y cols (1985) mencionan que durante el proceso de diferenciación de las células 
PC12, se expresan gradualmente canales de Ca~· insensibles a dihidropiridinas y sensibles a co-conotoxina. 
Sin embargo Streit y Lux (1990). se muestran en contra de esta posibilidad. diciendo que el aumento en Ja 
corriente de Ca:.· es debida a un aumento en la expresión de canales tipo L. más que a Ja síntesis de canales 
tipoN. 

En el presente trabajo. Ja aplicación simultánea de nifedipina y c.o-conotoxina. inhibe la 
neurogenización producida por el CM y produce una disminución no significativa en aquella producida por 
NGF. Probablemente el NGF. promueva la liberación de Ca::- de la pozas intracelulares. y requiera un ligero 
influjo de Ca:• inicial a través de canales de calcio tipo L o N indistintamente. por lo que el bloqueo 
simultáneo de ambos canales produce esta disminución en Ja neurogenización . 

Es interesante observar que en las células cromafines el bloqueo de los canales de calcio tipo L y 
de los L y N simultáneamente inhibe Ja neurogenización provocada por la estimulación magnética. 
permaneciendo inalterados los niveles de neurogenización espontánea. Esto nos obliga a cuestionamos cual 
mecanismo produce esta neurogenización espontánea. Aparentemente este mecanismo seria independiente 
del influjo de Ca::-. sin embargo. es posible que las células que se neurogenizan espontáneamente sean 
aquellas que durante el proceso de disociación estuvieron momentáneamente más permeables al ca2•• quizá 
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debido a la manipulación (Verdugo-Dfaz y cols, 1995). También cabe la posibilidad de que estas células 
adquieran un fenotipo neuronal debido a un programa intrínseco de neurogenización independh:nte de 
cualquier manipulación. Es importante recordar que in vivo las células cromafines estan expuestas a 
normalmente a altas concentraciones de glucocorticoides, los cuales son responsables de la inhibición de la 
neurogenización de estas células. En cultivo. las células cromafines se encuentran aisladas de la corteza 
adrenal y por lo tanto privadas de glucoconicoides. Posiblemente las células que se neurogenizan 
espontáneamente sean aquellas más sensible a la privación de glucocorticoides. 

Estjmuladón del canal de Ca2 "' ljpo L 

La aplicación del agonista de canales de ca:• tipo L (-}Bay K 8644 a las células cromafines produjo 
un ligero aumento en el porcentaje de neurogenización. el cual sólo fué estadísticamente significativo en las 
células estimuladas con CM. En neuronas simpáticas. Rogers y Hendry ( 1990) observaron que al aplicar este 
agonista se produce una potenciación de aproximadamente 40% en el crecimiento neurítico estimulado por 
NGF. Estas evidencias sugieren que la actividad de este tipo de canal de calcio está directamente relacionada 
con Ja neurogenización mediada por CM. mientras que en el caso del NGF. el mecanismo no es totalmente 
dependiente de Ja actividad de este canal. Sin embargo. como ya se mencionó anteriormente. es probable que 
la neurogenización mediada por CM. no se deba solamente a Ja entrada de Ca2

• a través de Jos canales tipo L. 
sino a un efecto inespecífico del CM que esté activando otras vías de seftalización ·intracelular. 

1 oogjtud de los proeesoc ncuritkos 

El bloqueo de canales de ca=· tipo L y N. produce una disminución significativa de Ja longitud de 
los procesos neuriticos emitidos tanto en presencia de NGF como durante la estimulación con CM. lo que 
pone de manifiesto que el ca=· puede ser necesario no tanto para desencadenar la emisión de neuritas sino 
para determinar la longitud de estas (Streit y Lux. J 989). Se sabe que los conos de crecimiento en proceso de 
elongación poseen una concentración de 100 a 300 nM de ca=· intracelular. mientras que los conos que no 
están creciendo la tienen en el rango de 40-80 nM (Revisado por Kater y cols. 1988). También se ha 
observado que durante el proceso de diferenciación ocurren espontáneamente aumentos transitorios de Ca=·. 
Jos cuales son dependientes de la liberación Ca2 • de las pozas intracelulares. Esta liberación de Ca2 .. es 
inducida por influjo de ca=· a través de los canales dependientes de voltaje (Holliday y cols. 1991). Esto 
podría explicar la menor longitud de los procesos neurfticos provocada por el bloqueo de los canales de Ca::. .. 
tipo L y/o N 

Neurogenjzación en medjo con baia c;ooc;entradón de Ca2 • 

Con el objeto de estudiar el efecto de una disminución de la concentración de ca==· extracelular sobre 
Ja neurogenización inducida por CM. la células cromafines fueron sembradas en un medio sin Ca2 • (sólo el 
aponado como contaminante en el suero de bovino fetal). En estas condiciones únicwnente la 
neurogenización inducida por CM fue inhibida. Esto sugiere que el movimiento de ca=.. extracelular es 
imponante para la inducción del cambio morfológico de las células tratadas con CM. 

Por otra pane. en las mismas condiciones la neurogenización de las células tratadas con NGF no fué 
afectada. Algunos autores han demostrado que Ja aplicación de NGF eleva la concentración de ca=· 
intracelular lo cual es resultado de la rápida acumulación de IP3 que a su vez induce la liberación de ca==· de 
las pozas intracelulares (Pandiella-Alonso y cols. 1986; Contreras y Guroff. 1987). Es probable que esta 
fuente de caz• sea utilizada para desencadenar el proceso de neurogenización inducido por NGF y por lo 
tanto no le afecte la baja concentración de Ca2

• extracelular .. Esta idea se ve apoyada por Jos estudios de 
Yamashita y Kawana (1991) quienes observaron que al infundir NGF cerca del cuerpo celular de neuronas 
ganglionares existe un incremento transitorio de la concentración de ca=· intracelular y que. al eliminar el 
ca=· extracelular e infundir nuevamente NGF este incremento de ca=· citoplasmático pennanece. 

Estas evidencias apoyan la idea de que en presencia de una [Ca2 
... Je baja. el NGF es capaz de inducir 

la liberación de Ca2
• de las pozas intracelulares y que este cambio de cea==· ]; desencadena las respuestas 
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celulares encaminadas a producir diferenciación, no asi en las células estimuladas con CM en las cuales la 
neurogenización parece ser dependiente del influjo de ca= ... 

l.jheradón de 3 H-noradrenalina 

En este trabajo, se realizaron experimentos de liberación de 3 H-NA producida por concentraciones 
despolarizantes de K* en células estimuladas durante 7 días con CM. Estos experimentos demostraron que la 
estimulación con CM no altera el mecanismo de secreción de catecolaminas, ya que los porcentajes de 
liberación son similares entre los diferentes grupos. La interrogante que surge inmediatamente~ es si la 
estimulación con CM altera los flujos de ca=· sólo durante el tiempo de exposición o si el efecto persiste aún 
después de la estimulación. 

Cuando se realizaron los mismos experimentos en presencia de nifedipina en el medio de 
liberación .. se pudo observar que el bloqueo del influjo de ca=· a través de los canales de calcio tipo L, inhibe 
totalmente la liberación de 1 H-NA en las células cromafines sin tratamiento y en las tratadas sólo con 
nifedipina. Esta inhibición coincide con el hecho de que las células cromafines en su estado endocrino 
poseen primordialmente canales de calcio sensibles a dihidropiridinas. Se esperaría que las células con un 
fenotipo diferenciado mostraran un porcentaje de liberación más elevado. Jo que sucede en los grupos 
tratados con NGF. NGF + 0.1 µM de nifedipina. CM+NGF. CM+NGF+0.1 µM y CM+NGF+0.3 µM. Sin 
embargo .. contrario a lo que se esperaba. algunos grupos que mostraron diferenciación morfológica no 
presentaron una liberación superior a la liberación basal .. como es el caso de los grupos NGF+ 0.3 µM de 
nifedipina y CM. El grupo CM+ 0.3 µM de nifedipina presentó una fuene inhibición de la diferenciación 
morfológica y sin embargo mostró un porcentaje de liberación estadísticamente mayor al de su basal. Estos 
hechos sugieren la posibilidad de que aún cuando la diferenciación morfológica sea similar entre los 
diferentes grupos .. posiblemente la expresión de los diferentes tipos farmacológicos de canales de ca=· no sea 
igual. 

Sobreyjda de la5 s:éh1la5 cromafine5 

Actualmente se sabe que el NGF induce mitosis en células cromafines y actúa como un factor 
protector de los efectos de la formación de radicales libres (Lillien y Claude, 1985; Perez-Polo y cols, 1990). 

En este trabajo la cantidad de células sembradas en cada condición se mantuvo constante, por lo que 
los cambios en el porcentaje de neurogenización o en la liberación de 1 H-noradrenalina no están asociados 
con una diferencia en la cantidad de células presentes. Una manera indirecta de cuantificar la sobrevida fue a 
través de la cantidad de proteína presente en cada condición. No se encontraron diferencias significativas en 
la cantidad de proteína en las células cultivadas con NGF. CM o sin tratamiento alguno. 
En neuronas simpáticas la actividad del canal de calcio tipo L es indispensable para que estas células 
sobrevivan en presencia de concentraciones despolarizantes de K .. o de AMP ciclico. cuando no se cuenta con 
NGF en el medio (Murell y Tolkovsky. 1993). 

Posjhle5 mecanjsmo5 de entrada de Ca2• 

En células endocrinas de la línea celular GH3, Rosen (1996) observó mediante la técnica de patch 
clamp. que la exposición a un campo magnético de 120 mT produce una ligera reducción en la amplitud del 
pico de corriente de calcio, además de un cambio significativo en la activación del canal. volviéndose esta 
más lenta. Todos estos cambios fueron reversibles y parecen ser dependientes de temperatura. Estos 
resultados parecen ser la consecuencia de un cambio estructural en la porción intramembranal de los canales 
de Ca:· debida a una deformación de la membrana producida por el campo magnético. Este posible 
mecanismo está sustentado por los trabajos de Sanders y cols (1990. 1993)), quienes encuentran mediante 
estudios con resonancia magnética nuclear. que al exponer bicapas aniflciales de mezclas de 
fosfolipidos/detergente a campos magnéticos. estas se orientan de manera perpendicular al CM. La capacidad 
de orientación es dependiente de la cantidad de detergente en la mezcla . En mezclas conteniendo una 
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proporción 1 :5 de detergente: fosfoHpido la orientación de la bicapa es tolerante a cambios en temperatura, 
pH y fuerza iónica, asi como a ta adición de proteínas solubles. Si las bicapas de fosfoHpidos celulares 
sufrieran esta orientación al ser sometidas al CM, es de esperarse que la estructura y quizá el funcionamiento 
de las diversas proteínas de membrana se vean afectados. 

En observaciones con microscopia electrónica se han detectado cambios en Ja superficie la 
membrana celular de células expuestas a CM (Paradisi y cols, 1993), así como alteraciones en la 
permeabilidad de la membrana a moléculas relativamente grandes como fármacos (Aoki y cols. 1990). Smith 
y cols, (1991) han detectado que tras la exposición a un CM. la superficie de la membrana celular muestra un 
incremento en la cantidad de cargas negativas, lo que podría atraer una mayor cantidad de iones positivos 
como el Ca:!·. 

Higashi y cols (1993). han observado que los eritrocitos en cultivo expuestos a CM de 1- 8 T, se 
orientan con el plano cóncavo paralelo a la dirección del CM. Los autores argumentan que esta fenómeno es 
debido a la orientación de los diferentes materiales diamágneticos de la membrana de los eritrocitos. 

Es importante senalar que existen tres categorías de materiales de acuerdo al comportamiento de sus 
momentos magnéticos (Serway. 1993). Para definir el concepto de momento magnético se debe tener en 
mente el modelo clásico del átomo en el cual se supone que los electrones se mueven en una orbita circular 
alrededor de un núcleo. En este modelo. un electrón orbitando se ve como una espira delgada de corriente. 
Cualquier espira de corriente tiene un campo magnético y su correspondiente momento magnético (se define 
momento como el producto de la magnitud de la fuerza y la distancia perpendicular del centro de rotación a 
la línea de acción de la fuerza). El momento magnético total de un electrón se debe a la combinación de su 
movimiento orbital y su propiedad intrfnseca llamada espín. Las fuerzas mutuas entre estos dipolos 
magnéticos y sus interacciones con un campo magnético externo son fundamentalmente importantes en el 
entendimiento de los materiales magnéticos. Los materiales paramagnéticos y ferromagnéticos son aquellos 
que tienen átomos con momentos magnéticos dipolares permanentes. Los materiales diamagnéticos son 
aquellos cuyos átomos no tienen momentOs magnéticos dipolares pennanentes. 

El hierro, cobalto, níquel. gadolinio y disprosio son materiales fuertemente magnéticos y suelen 
llamarse ferromagnéticos. Las sustancias ferromagnéticas se utilizan para la fabricación de imanes 
permanentes. Tales sustancias contienen momentos magnéticos atómicos que tienden a alinearse 
paralelamente unos de otros en presencia de un fuerte campo magnético externo. Con los momentos 
alineados. la sustancia pennanecerá magnetizada después de quitar el campo magnético externo. 

Las sustancias paramagnéticas también contienen átomos con momentos magnéticos pennanentes. 
Estos dipolos sólo interactúan fuertemente entre ellos y están orientados en forma aleatoria en ausencia de un 
campo magnético externo. Cuando la sustancia se coloca en un campo magnético externo. sus dipolos 
atómicos tienden a alinearse con el campo. Sin embargo. este proceso de alineamiento es afectado por los 
efectos del movimiento ténnico. el cual tiende a desorientar los dipolos. 

El calcio. al ser un elemento paramagnético podría estar sufriendo las alteraciones producidas por 
la exposición al campo magnético externo alineándose alrededor de la membrana celular. Esto aunado a una 
alteración de las propiedades de la membrana. como mayor permeabilidad o una disfunción de los canales9 

podría propiciar el influjo de ca:·. 
Quizá el CM modifique las características fisicoquimicas del Ca2

•• alterando su comportamiento enel 
medio de cultivo o incluso dentro de la célula. Por ejemplo Ayrapetyan y cols, (1994) han observado que la 
conductividad eléctrica de soluciones de CaC12 se alteran después de estar sometidas a un CM, el cual 
posiblemente produce cambios en la hidratación del ión Ca2

•• 

En este trabajo se ha demostrado que la estimulación con CM requiere la entrada de Ca2 ... a través de 
los canales de calcio tipo L en las células cromafines para desencadenar los mecanismos celulares necesarios 
para la neurogeniz.ación. Queda ahora por esclarecerse la vía de senalización que sigue este Ca:! ... para · 
producir estos efectos celulares, y si otras vías de segundos mensajeros se encuentran involucradas. También 
surge la interrogante de si esta diferenciación morfológica tan parecida a la provocada por el NGF. lo es 
también a nivel bioquímico y molecular; es decir. si el campo magnético es capaz de producir la activación 
enzimática y de inducir la expresión génica como lo hace el NGF. Actualmente se sabe que el NGF ejerce sus 
efectos a través de la activación de diversos enzimas como la cinasa dependiente de inositol trifosfato (IP3 
cinasa) o la fosfolipasa Cl' 1, y que es capaz de inducir la expresión de c-fos y de diversas proteínas como 
calmodulina y proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs). entre otras. 
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Si bien es cieno que este trabajo propone un primer mecanismo de acción del CM para producir la 
diferenciación morfológica de las células cromafines, también es cierto que quedan muchas interrogantes por 
resolver. antes de poder establecer completamente Ja vía de sei'lalización producida por la estimulación con 
CM. 
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