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Participacion del GMPc en los procesos de diferenciaciéon
neuronal, en células del ganglio simpdtico cervical superior
de la rata

RESUMEN. Se estudié 1a interrelacion del factor de
crecimiento nervioso (FCN} y el éxido nitrico (NO) so-
bre los procesos de diferenciacion neuronal.

Se cultivaron durante 24 horas células provenientes
del ganglio cervical superior (GGCS), que producen sin-
tetasa del éxido nitrico (SON) ¥y dependen mucho del
FCN para su desarrollo. Usando una pinza de Patch se
midieron la capacitancia de la membrana (CM) v la co-
rriente maxima de Ca** a través de los canales de N. El
desarrollo morfologico de los cultivos fotografiados se
relaciond con la C,. Todos los grupos experimentales
presentaron desarrollo neuritico. Las células incubadas
con nitroprusiato de sodio (NPS) 0 8-Br-GMPc sin FCN
sobrevivieron hasta las 72 horas. La C,, y la DI, au-
mentaron significativamente (p < 0.05) en las células in-
cubadas con FCN, NPS u 8-Br-GMP¢ en relaciéon con
las células control; sin embargo, ¢l uso de FCN con L-
NAME sélo incrementé los valores de la Cj, la DI, no
s¢ incrementé en este grupo. Nuestros resultados sugie-
ren que [a via intracelular de signalizacion iniciada por
¢l FCN para inducir ¢l desarrollo neuritico es diferente
de 1a que desencadena un incremento de DI a través
de los canales de N esta altima implica la participacion
del NO a través de la GMPc.

Palabras clave: Neurona, gangliocervical, GMPe.

En trabajos previos se demostrd gue algunos efectos del
tactor de crecimiento nervioso (NGE) en eélulas de la linea
celular PC12 {efecto citostitico, elevacion de GMPc, etc.)
se reproducen cuando las PC12 son incubadas con nitro-
prusiato de sodio (NPS) como donador de oxido nitrico
(NO). Para estudiar 1o interrelacion del NGy NO en los
procesos de desarrolle neuritico e incremento en la densi-
dad de corriente de Ca™ a través de canales tipo N En este
trabajo se utilizé el modelo de células del panglio simpati-
co cervical superior en cultivo (CGS), las cuales son célu-
las fisiologicas dependientes del NGIF para su sobreviven-
cia y desarrollo. cuentan con la sinetasa del dxido nitrico y
¢l 80% de la poblacidn de sus canales de Ca™ son depen-
dientes de voltaje tipa N relacionados con la liberacién de
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SUMMARY. We estudied the interelation of nerve
growth factor (NGF) and nitric oxide (NO) on the neuro-
nal differentiation processes. Cells from the superior cer-
vical ganglium (CGS), wich produce nitric oxide syntha-
se (NOS) and depend strongly on NGF for development,
were cultivated for 24 hours. Using Patch-clamp the
membrane capacitance (CM) and maximum Ca? current
through N channels were measured. The Ca? current
density (D1 ,) was calculated from each ceil. Morphologi-
cal development of photographed cultures was related
with the C,. All experimental groups presented neuriti-
cal development. Cells incubated with sodium nitroprusi-
de (NPS) or 8-Br-GMPc without NGF survived until 72
hours. C,, and DI increased significantly (p < 0.05) in
cells incubated with NGF, NPS or 8-Br-GMPc in relation
to the control cells, however the use of NGF plus L-
NAME only increased C; values, the DI, was not in-
creased in this group. Our results suggest that the intra-
cellular signaling pathway initiated by NGF to induce
neuritical development is different from the one that tri-
ggers and DI increased through N channels, the last one
involves the participation of NO through GMPc.

Kev words: Neuron, cervical ganglium, GMPc.

neuratransmisores en fax CGS. Mediante la técnica de fija-
cidn de voltaje en su modalidad de célula completa, se mi-
dio en las CGS (incubadas 24 horas con distintos trata-
mientos) lu capacitacion de membrana (C} y se midié la
através de los canales tipo N, la
obteniéndose asi la densi-

corriente maxima de Ca’™*
cual fue normalizada por la C |
dad de corriente a través de estos canales para cada célula.
Todos los grupos experintentales presentaron arborizacio-
nes neuriticas, y o diferencia de lo reportado en la literatu-
ra, las células incubadas con nitroprusiato de sodio (NPS)Yu
8-Br-GMPc en ausencia de NGF sobrevivieron hasta 72
horas (tiempo al que se suspendio el experimento). La C,
se incrementd de manera estadisticamente significativa
cuando las células se incubaron 24 horas con NGF, o con
NPS. o con 8-Br-GMPc, en relacidén a las células control
registradas en fresco (inmediatamente después de la disper-
sién). Para anahzar si este efecto del NGF en CGS es de-
pendiente de NO via GMPe. se registraron células incuba-
das con NGF en presencia de L-nitro-arginina-metil-éster
{(L-NAME). sin embargo la C,; se incrementd de manera $1-
milar al grupo incubado siélo con NGF. En cuanto a 1a den-
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sidad de corriente este pardmetro se incremento en las célu-
las incubadas con NGF, o NPS u 8-Br-GMPc, en relacion a
las células control, sin embargo la densidad de corriente en
los canales de Ca® tipo N en las células incubadas con
NGF en presencia de L-NAME se comportd de manera si-
milar a las células control. De lo anterior se concluye que la
via de flujo de informacidn intracelular que desencadena el
NGF en CGS para inducir arborizaciones neuriticas es dife-
rente a la que desencadena para incrementar la densidad de
corriente de Ca®* a través de canales tipo N.

Antecedentes

Se sabe que el factor de crecimiento nervioso (NGF)
ejerce efecto citostdtico en las células de la linea PCI12
(Greene y Tishler, 1976), este efecto se ha reproducido por
accion del ¢xido nitrico (NQ) en células de esta misma li-
nea (Peunova y Enikolopov, 1995). Esta neurotrofina indu-
ce en PC12 arborizaciones neuriticas, con un patrén morto-
légico similar al de las neuronas simpaticas, asi como in-
cremento en la densidad de corriente de Ca™ a través de
canales dependientes de voltaje tipo N (Cavalié¢ y Garcia,
1993) e incremento en la concentracién intracelular de
GMPc (Saarma y cols., 1990).

Se ha observado que por accién de NGF el nimero de
canales tipo N en PC12 aumenta significativamente (Cava-
lié y cols., 1993) y este efecto se ha relacionado directa-
mente con el incremento en el RNAm de los genes tempra-
nos c-fos y ju-B. De esta manera independientemente Haby
y sus colaboradores en 1994, demostraron que el GMPc in-
duce el incremento de los genes tempranos c-fos y Ju-B en
PC12, de tal manera que si €s10s mecanismos se encontra-
ran activos en CGS, seria entonces posible observar un in-
cremento significativo en la densidad de corriente de Ca™
en canales tipo N en las células cultivadas con NGF, nitro-
prusiato de sodio (NPS) u 8-Br-GMPc) y ademds este para-
metre daria la oportunidad de abservar indirectamente acti-
vidad del nicleo celular.

Con estos antecedentes se plantearon las siguientes pre-
guntas: ;Qué papel desempeiia el xido nitrico en los pro-
cesos de diferenciacién morfoldgica que induce el NGF en
células del ganglio simpdtico cervical superior?, ;Qué pa-
pel desempeiia el GMPc en el incremento de la densidad de
corriente a través de canales de Ca® tipo N, producida por
el NGF?2.

Las células del ganglio simpdtico cervical superior
(CGS) de 1a rata son dependientes del NGF para su super-
vivencia y desarrollo (Levy Montalcini, 1987), tienen sin-
tetasa de 6xido nitrico (NOS) (Cecattelli y cols., 1994} y
80% de su poblacién de canales de Ca® dependientes de
voltaje son de tipo N, estos canales se han relacionado con
1a funcion de liberar neurotransmisores {Hirning y cols.,
1988} por lo que tal modelo se utilizé en este trabajo con el
fin de estudiar la interrelacién del NGF con el segundo
mensajero GMPc en neuronas totalmente fisioldgicas, de
tal manera que si los hallazgos realizados en PC12 se en-

REV SANID MILIT MEX 1997; 51(1). 5-11

contraran de manera similar en CGS seria posible entonces
observar un incremento significativo en la densidad de co-
rriente de Ca® en canales tipo N en c¢élulas cultivadas con
NGF, NPS y con 8-Br-GMPc y probablemente también de-
sarrollo de arborizaciones neuriticas.

Material y método

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 21 a 25 dias de
edad y de 70 a 80 gramos de peso, a fin de asegurar el de-
sarrollo de neuritas primarias a partir del soma {Voyvodic,
1987) se prepararon cultives celulares primarios de neuro-
nas del ganglio simpitico cervical superior, siguiendo el
método descrite por Shofield y sus colaboradores.

Brevemente: sc disecaron ambos ganglios bajo micros-
copio estereoscépico manteniéndose en solucion Hank mo-
dificada (libre de Cu** y Mg**), oxigenando la preparacién
con oxigene medicinal 100% a razon de 0.5 L/min, duran-
te la diseccion. La dispersion se llevd a cabo en dos fases
continuas.

a) Papaina (20 Ul/mL) activada por cisteina (1.6 mg/
mL).

b) Colagenasa tipo Y (2 mg/3 mL) y dispasa I1 (20 mg/3
mL).

Las enzimas se disolvieron en 3 mL de solucién Hank
modificada, previamente oxigenada y se intercambiaron ias
soluciones en el tubo de centrituga, incubdndose a 37 C
durante 20 y 15 minutos, sucesivamente. Posteriormente se
disociaron las células mecdnicamente, hasta la completa
dispersidn de ambos ganglios, una vez realizada la disper-
sidn se lavaron las células en medio de cultivo de Leibovi-
tz (L15), centrifugado durante 5 minutos a menos de 1,000
r.p.m., en dos ocasiones. Se realizé un tercer lavado con
medio modificado de Dulbecco (D-MEM) alto en glucosa
el cual ya contenia los farmacos indicados para cada expe-
rimento y a las dosis indicadas.

Una vez obtenida la suspensidn de células disociadas se
sembraron sobre cristales, esterilizados con luz UV y cu-
biertos con poli-L-lisina (1 mg/mL) y Jaminina de rata (0.1
mg/mL), incubindose durante 24 horas a 37 °C en una at-
mésfera humeda y CO, al 5%.

Las células en fresco se prepararon similarmente, al fi-
nal se mantuvieron en suspension y en refrigeracion, para
evitar adhesion entre ellas registrindose en las primeras 6
horas después de la dispersién.

Mediciin de variables electrofisioldgicas

Procedimientos generales

Las mediciones electrofisiolégicas se llevaron a cabo
bajo las técnicas de fijacion de voltaje (patch-clamp},
modo de célula completa (whole-cell). La fijacidn de volta-
je con respecto al tiempo permite analizar corrientes idni-
cas en una membrana (Hamill y cols., 1981).

Se utilizé un amplificador L/M-EPC.7. Se cancelaron
las corrientes transitorias capacitivas en la pipeta (ripidos)
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y se compenso aproximadamente 60 a 70% de las resisten-
cias en serie (Rs). Se utilizaron micropipetas para fijacién
de voltaje, con una resistencia de | a 3 Mohms.

Las c¢élulas se mantuvieron en una camara de registro con
aproximadamente 200 uL de ringer extracelular que contie-

Figura 1. CGS a diferentes tiempos. Muestra en A) células en fresco
con forma casi esférica, con nulas o pocas ncuritas. B) células en culti-
vo de 24 horas. dnicamente con sucro fetal bovino al 10% cn el medio
de cultivo. la mayoria de ¢élulas estdn apoptoticas y s6lo algunas con un
cono de desarrollo corto. C) células en cullivo de 24 horas (dngulo infe-
rior izquierdo) con NPS 10 4 M con un gran cono de crecimiento, y a las
48 horas (dingulo superior derecho) con arborizaciones neuriticas.

REV SANID MILIT MEX 1987; 51(1}. 5-11

ne en mM: NaCl 160, KC1 2.5, CaCl, 5, MgCl, 1, glucosa 8,
HEPES 10, pH 7.4 titulado con NaOH. Se agregé TTX 3
» M, al baiic a fin de bloquear las corrientes de sodio y nife-
dipina 2 uM a fin de bloguear los canales de Ca™ tipo L.
Para llenar el microelectrodo de registro se utilizé una solu-
cién que contiene en mM: CsCl 175, MgCl, 5, Na,ATP 3,
HEPES 5, BAPTA 0.1, pH 7.4 titulado con CsOH.

Para medir la capacitancia de membrana de una célula
se promedid el resultado de 3 pulsos de 10 mV desde un
potencial de -100 mV y duracién de 5 ms. Se integré el
drea bajo la curva de la corriente capacitiva en pA, digitali-
zada a 5 KHz.

La medicidn de la corriente de Ca?* se llevd a cabo apli-
cando pulsos despolarizantes en pasos de 10 mV hasta +50
mV a partir de un potencial de mantenimiento de -80 mV,
con una duracién de 20.4 ms, la cancelacion de componen-
tes lineales y de fuga se realizé con el método de P/n con
un total de 4 pulsos de resta. El resultado de ta corriente
maxima de una célula se dividié entre su capacitancia de
membrana (C ), obteniéndose asi la-densidad de corriente
para esa célula.

Figura 2. A) Células del ganglio simpdtico cervical superior (CGS). en
cultive de 24 horas con 8-Bromo-monofostate ciclico de guanosina, (8-
Br-GMPc¢) la mayoria de las células tienen membrana nitida y brillante
al microscopio de contraste de fases, algunas tienen arborizaciones neu-
riticas. B) CGS ¢n cultivo 2 las 72 horas con 8-Br-GMPc que muestran
gran arborizacién neurilica,
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Cuadro 1. Densidad de corriente de calcio (pA/pF} en canales tipo N de células cultivadas del ganglio simpético cervical superior de rata

hp-80 mV

Célula £-NGF NGF-24 NPS-24 8-Br-GMPc24  NGF+L-NAME-24

1 10.7706 11,7660 13.9355 5.6916 41312

2 4.1636 11.1703 10.8938 23.2401 4.0641

3 8.0405 11.0844 10.2610 7.5749 5.7386

4 4.9364 7.6352 8.3510 13.8769 1.7026

5 5.6714 4.9460 11.3988 3.0012

6 5.0911 7.2700 12.3703 3.3432

7 6.2184 16.3055 11.8/563 4.7310

8 5.3659 17.8945
Media 6.29 + 0.756 *10.03 + 1.414 *10.86 + 1.159  *12.99 + 1.967 *3.82 + 0,489

f-NGF - Células en fresco mas NGF 67.7 ng/mL.
Células en cultivo de 24 horas mas:
NGF-24-NGF 67.7 ng/mL.

NPS-24 Nitroprusiato de sodio 10 pM.

8-Br-GMPc-24-8-Bromo-monofosfato-ciclico de guanosina 100 p M.

NGF+L-NAME-24-NFG m4ds L-nitro-metil-arginina-éster 100 p M.

Valores media + e.e.m.
*Indica diferencia significativa (p < 0.05) respecto a f-NGF.
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Figura 3. Capacitancia de membrana (pF). Células en fresco con factor
de crecimiento nervioso (NGF) 67.7 ng/mL (f-NGF), células en cultivo
de 24 h con nitroprusiato de sodio 10 pM (NPS-10-24}, células en cul-
tivo de 24 h con NGF mds L-nitro-arginina-metil-éster 100 pM
(NGF+L-NAME-24), células en cultivo de 24 h con 8-Bromo-monofos-
tato-ciclico de adencsina (8-Br-GMPc-24). Valores multiplicados por -
1. Las barras representan la media £ e.e.m.

*Indica p < 0.05 respecto al grupo f-NGF.

Grupos de estudio

a) Grupo control: células preparadas en fresco con NGF
67.7 ng/mL.

b) Grupo de células cultivadas con NGF 67.7 ng/mL.

¢) Grupo de células cultivadas con nitroprusiato de so-
dio (NPS) 10 oM, como donador de éxido nitrico.

&) Grupo de células cultivadas con 8-bromo-guanosin-
monofosfato ciclico (8-Br-GMPc) 100 p M.

e) Grupo de células cultivadas con nitro-L-arginina-me-
til-éster (L-NAME) 100 uM, como inhibidor de la sinteta-
sa de 6xido nitrico.

Los resultados representan el promedio + e.e.m de N ex-
perimentos, las diferencias entre grupos fueron considera-
das estadisticamente significativas a un nivel de probabili-
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Figura 4. Densidad de corriente de Ca** (pA/pF) en canales tipo N de
CGS. Células en fresco (f-NGF), y células en cullivo de 24 h con factor
de crecimiento nervioso (NGF-24) 67.7 ng/mL, con nitroprusiato de
sodio (NPS-24) 10 M, con 8-Bromo-monofosfato-ciclico de
guanosina (8-Br-GMPc-24) 100 OM y con NGF mds L-nitro-arginina-
metil-éster (NGF+L-NAME-24) 100 p M., Potencial de mantenimiento
-30 mV, valores multiplicados por -1, las barras representan la media +
e.e.m.

*Indica p < 0.05 respecto al grupo {-NGF.

dad de p < 0.05. Se utilizé la prueba de ANOVA (andlisis
de varianza unifactorial) para la comparacidn entre grupos,
mientras que entre grupos con significancia estadistica se
realizé prueba de Newman-Keuls.

Resultados

Crecimiento y diferenciacidn celular

El modelo de fas CGS, presenta la ventaja de depender del
NGF para el crecimiento de neuritas en cultivo ir vive para el
desarrollo del axén que finalmente inerva al tejido blanco.

En nuestro caso los resultados obtenidos son interesan-
tes ya que el desarrollo de arborizaciones neuriticas es re-
producido en todos nuestros grupos experimentales y la C,,
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se incrementd de manera estadisticamente significativa en
relacion a las células registradas en fresco como se descri-
be a continuacion:

La morfologia de las CGS adecuadamente disociadas y
registradas en fresco varié entre ser redondas y conservar
algunas neuritas primarias como se muestra en la figura I,
ia medida de su C,, fue de 38.8 £ 3.15 pF.

A las 24 horas de cultivo en presencia de NGF la forma
de estas neuronas cambid a ser ovalada y en general, con una
o dos prolongaciones terminadas en un gran cono de desa-
rrollo. La C,, de estas células se encontrd en 86.9 1 9.93 pE.

Las células cultivadas con NPS no variaron mucho en su
morfologia con respecto a las cultivadas con NGF, y tam-
bién presentaron un gran cono de desarrollo, que en algunas
ocasiones representd el 20% del drea somadtica, (Figura 1).
Su C,, fue de 63.3 + 4.52 pF.

El hecho de encontrar células en condiciones adecuadas
de registro electrotisiolégico aun en ausencia de NGF, con
membrana celular que al microscopio de luz con contraste
de fases se observé brillante, nftida y la superticie de la célu-
la sin trregularidades, nos llevd a tratar de conservarlas por
mds tiempo, por lo que se les cambid el medio de cultivo a
las 24 horas adicionando una dosis igual a la inicial (10 pM)
de NPS. El resultado obtenido se muestra en la figura /, en
la cual se observa el desarroflo de arborizaciones neuriticas a
las 48 horas en donde ya hay conexiones entre las células.
Este fendmeno se observd incluso a las 72 horas tiempo en
el cual se suspendié este experimento.

Las células tratadas con 8-Br-GMPc mortolégicamente se
comportaror de manera similar a las tratadas con NGF y a las
tratadas con NPS, se les cambié de medio de cultivo alas 24 y
48 horas adicionando 100 pM de 8-Br-GMPc. Se observé
también arborizaciones neuriticas y el establecimiento de re-
des neuriticas (Figura 2). La media de la C,; registrada en es-
tas células a las 24 horas fue de 78.8 + 5.84 pF (Figura 3).

En las cglulas cultivadas con NGF mds L-NAME se regis-
tré una C,, de 64.0+7.71 pF, y su mortologfa tue muy similar
a las cultivadas con NGF, NPS u 8-Br-GMPc (Figura 2).

En el andlisis estadistico se encontré diferencia estadis-
ticamente significativa (p < .05} entre cada uno de los
arupos experimentales y el grupo de células registradas en
fresco, por lo que puede afirmarse que dentro de las prime-
ras 24 horas el area de membrana de las CGS, crece en con-
diciones de cultivo.

No fue posible el registro de células cultivadas sin NGF
y dnicamente con suero fetal bovino al 10%, ya que las ca-
racteristicas de su membrana celular no lo permitieron,
pues si bien se realizaron algunos gigasellos, no fue posible
romperlos adecuadamente, sin embargo en las células que
sobrevivieron en estas condiciones durante 24 horas se ob-
servaron conos de desarrollo aunque cortos (Figura /).

Corriente de Ca**

Los valores de densidad de corriente obtenidos por la
normalizacién de la corriente midxima (Imax) con la C se
muestran en el cuadro 1.
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El anilisis estadistico demostré que la densidad de co-
rriente alcanzada por el grupo de células cultivadas con
NGF es significativamente mayor (p < 0.03) que la regis-
trada en las células en fresco, este hallazgo fue similar para
los grupos de células cultivadas con NPS y con 8-Br-
GMPec. En contraste con las células cultivadas con NGF
mis L-NAME en donde la densidad de corriente no se in-
crementd significativamente en relacién a las células en
fresco (Figura 4).

Con base en estos resultados se puede afirmar que los
grupos de células cultivadas con NGF, NPS u 8-Br-GMPc,
incrementaron significativamente (p < 0.05) su densidad de
corriente de Ca® en canales tipo N, lo cual no sucedié con
las células cultivadas con NGF en presencia del inhibidor
de la 6xido nitrico sintetaza L-NAME.

Discusion

Actualmente gran parte de los estudios tendientes a ana-
lizar el mecanismo de accién del NGF han sido desarrolla-
dos, utilizando como modelo de estudio a las células de
feocromocitoma de rata PC12. Se han formulado las si-
guientes preguntas bdsicas en torno al NGF y solo se han
obtenido respuestas parciales a ellas (Kaplan y Stephens,
1994).

a) ;Son equivalentes las vias de flujo de informacion in-
tracelular usadas por el NGF en neuronas en cultivo prima-
rio e in vivo a las estudiadas en PC127?

b) ;Como los diferentes factores de la familia de las
neurotrotinas, actuando a través de los receptores Trk, pue-
den tener diferentes funciones en la célula?

¢) ¢Cudles son los blancos intracelulares y las vias de
flujo de informacion intracelular, responsables de la res-
puesta de una neurona al NGF?

En este trabajo se utilizaron CGS de rata, esto se traduce
en la ventaja de poder analizar nuestra hipdtesis en neuro-
nas que son totalmente fisioldgicas y asi contribuir a la res-
puesta de la primera pregunta.

Por la edad de nuestros sujetos de estudio podemos afir-
mar que la capacidad de desarrollar neuritas primarias se
conservé (Voyvodic, 1987), lo cual permite usar este mo-
delo para estudiar vias de flujo de informacidn activas en
estas neuronas en el momento en que inician su especiali-
zacidn y adoptan su morfologia caracteristica, esto nos per-
mitio tratar de contestar la tercera pregunta.

Nuestras células no sobrevivieron mas de 24 horas sin
NGF, cuando se les incubé sélo con suero fetal bovino al
10%, ya que su membrana a las 24 horas no se observaba
nitida ni brillante, este dato es compatible con lo reportado
por algunos autores (Levi Montalcini, 1987; Chun y Patter-
son, 1977).

Una consecuencia de no poder obiener células que sobre-
vivieran mds de 24 horas sin NGF, es la de no poder obser-
var si el desarrollo de neuritas depende directamente de la
presencia de NGF, sin embargo se observd que algunas célu-
las cultivadas sin NGF si desarrollaron un cono de creci-
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miento el cual se deterioro en el transcurso de las primeras
24 horas.

Esta observacién no fue cuantificada en nuestros experi-
mentos, por lo que no podemos afirmar o descartar que sea
significativa, sin embargo en la literatura se ha informado
del desarrolle de neuritas en PC12 que no han sido expues-
tas a NGF (Reuter y cols. 1992; Rasouly y cols, 1994). Esto
sugiere que la unién de NGF a su receptor en la membrana
no es indispensable para el desarrollo de neuritas.

De acuerdo con lo anterior nosotros encontramos cam-
bios morfoldgicos en células cultivadas con NPS similares
a los desarroliados en los cultivos con NGF, por lo que nos
preguntamos si estos cambios son debidos al NO liberado
al medio de cultivo. Para responder a esta pregunta se cul-
tivaron células en presencia de 8-Br-GMPc y en presencia
asi mismo de NGF mds L-NAME.

Encontramos que efectivamente la aplicacion de 8-Br-
GMPc, reprodujo los efectos morfologicos del NGF, lo que
podria apoyar a que este fenémeno se debiera al NO sin
embargo esta posibilidad se descarté en virtud de que el
grupo cultivado con NGF mds L-NAME también incre-
ment6 su C,, y desarrollé arborizaciones neuriticas.

Estos resultados sugieren que el NO y su segundo men-
sajero el GMPc no desencadenan directamente el desarro-
llo de arborizaciones neuriticas en CGS, sin embargo, el
encontrar gue por accién de estos farmacos nuestras células
sobrevivieron hace pensar que pueden desencadenar fend-
menos relacionados con la supervivencia de las células y
que una vez pasado cierto ¢stado critico se inicie desarrollo
de arborizaciones neurfticas en estas neuronas.

Nosotros medimos la densidad de corriente de Ca** en
canales tipo N, ya que se utilizd nifedipina como bloquea-
dor de canales tipo L. y en los registros de corriente toma-
dos a partir de un potencial de mantenimiento de -80 mV,
la corriente se activé a -20 mV, lo cual es congruente con
la literatura (Tsien, 1988).

Asf mismo, los canales de Ca** tipo N se han relacionado
con importantes funciones en las neuronas del sistema ner-
vioso central y periférico de mamiteros, tales como la libera-
ci6n de neurotransmisores, la integracion de sefiales en cl dr-
bol dendritico de neuronas (Mills y cols, 1994) asi como la
sinaptogénesis (Verdeire y cols, 1995), por lo que en nuestro
trabajo el incremento en la densidad de corriente en estos ca-
nales se relacioné con la funcionalidad de las CGS.

La aplicacién de L-NAME al medio de cultivo en pre-
sencia de NGF, bloqueé el incremento en la densidad de
corriente en canales de Ca™ tipo N, en CGS sin embargo, la
forma de estas células no varié con respecto a las cultiva-
das con NGF, esto refleja la existencia de dos posibles me-
canismos de accidn del NGF relacionados con estos resul-
tados y nos sugiere que el mecanismo de accién por ¢l cual
¢l NGF induce diferenciacién morfolégica en estas células
es independiente del mecanismo de accién seguido para in-
ducir su diferenciacién funcional, tomada ésta como incre-
mento en la densidad de corriente a través de canales de
Ca’ tipo N.
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En la literatura se encuentran algunos datos relaciona-
dos con los mecanismos de accidn del NGF que apoyan
esta posibilidad (Obermeier, 1995): Se sabe que la unién
del NGF a su receptor en la membrana induce la fostorila-
cion de tres proteinas blanco entre las que se encuentran:
Ras,”' fostolipasa C-gamma, y proteina cinasa del inositol
tritosfato.

Por lo que sugerimos la realizacién de mds experimen-
tos manipulando la fosforilacién a nivel de estas tres pro-
tefnas blanco a fin de analizar cudl de ellas tiene relacién
con nuestros resultados.

Conclusiones

El NGF induce desarrollo de arborizaciones neuriticas e
incremento de 1a C,, y en la densidad de corriente a través
de canales de Ca* tipo N en CGS.

Estos efectos fueron reproducidos en cultivos primarios
de CGS por la aplicacion de NPS como liberador de NO al
medio de cultivo, asi como por la incubacién de estas célu-
las con 8-Br-GMPc. Sin embargo, la aplicacion de L-
NAME en presencia de NGF no inhibio el desarrollo de ar-
borizaciones neuriticas, pero si inhibid el incremento en la
densidad de corriente a través de los canales de Ca** tipo N.
Esto confirma nuestra hipdtesis acerca de que el NGF acti-
va dos vias de flujo de informacidn intracelular diferentes,
para inducir por un lado desarrollo de arborizaciones neurf-
ticas e incremento en la C,, y por otro incrementar la densi-
dad de corriente a través de canales de Ca™ tipo N.

En la via que se activa para inducir ¢l incremento en la
densidad de corriente de Ca’* en canales de tipo N partici-
pan el NO y su segundo mensajero GMPc, ya que cuando
se inhibid la sintesis de NO con L-NAME este incremento
no se observé y cuando se cultivaron las células con un
anilogo de GMPc el etecto se reprodujo.
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