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RESUMEN

La aplicacién del factor del crecimiento neuronal (FCN) en los cultivos de células
cromafines de médula suprarrenal induce cambios fenotipicos caracterizados
principalmente por la presencia de neuritas. Un efecto similar ha sido observado
cuando estas células son estimuladas por campos magnéticos de frecuencia
extremadamente baja (CMFEB). En este estudio, células cromafines de ratas
recién nacidas fueron cultivadas y expuestas a FCN o CMFEB con el objeto de
comparar sus caracteristicas histoldgicas y ultraestructurales. Las células
cultivadas en presencia de FCN desarrollaron proyecciones citoplasmicas y en sus
extremos terminales mostraron conos de crecimiento, asi como filopodias. Con e}
microscopio electronico de transmision barrido y el de transmisidn, se observé en
el nucleo de las células un incremento de la electrodensidad submembranal, asi
como proyecciones neuriticas irregulares, onduladas, con un moderado nimero de
varicosidades y citoesqueleto compuesto predominantemente por filamentos
intermedios. Las células estimuladas con CMFEB presentaron extensiones
neuriticas rectas, con un gran numero de varicosidades. Con el microscopio
electronico de transmisiébn se observaron numerosos microtubulos en el
citoesqueleto, tanto en las neuritas como en el soma. En ambos grupos, por sus
caracteristicas ultraestructurales, se identificaron claramente conos de crecimiento
y filopodias. Las diferencias observadas en el citoesqueleto de las células,
estimuladas por FCN o CMFEB, sugieren mecanismos de estimulacion diferente,
posiblemente determinados por las caracteristicas bioquimicas, electrofisiolégicas

y morfolégicas, en ambos tipos de cultivos celulares.



SUMMARY

NEURONAL DIFFERENTIATION OF CHROMAFFIN CELLS /N VITRO, INDUCED
BY EXTREMELY LOW FREQUENCY MAGNETIC FIELDS OF NERVE GROWTH

FACTOR.

The application of nerve growth factor (NGF) to primary adrenal medulla
chromaffin cell cultures induced phenotypic changes characterized mainly by the
presence of neurites. A similar effect has been seen when these cells are
stimulated by extremely low frequency magnetic fields (ELFMF). In this study,
newborn rat chromaffin cells were cultured and subjected to NGF or ELFMF in
order to compare their histological and ultraestructural characteristics. Cells
cultured in the presence on NGF developed cytoplasmic projections and their distal
ends showed growth cones as well as filopodia. With scanning and transmission
electron microscopy, an increased submembranous electron density was observed
in the nuclei of celis as well as irregular, wavy neuritic projections with a moderate
number of varicosities, as well as the prevalence of infermediate filaments among
the cytoskeleton components. Cells stimulated with ELFMF presented straighter
neuritic extensions with a greater number of varicosities. With the transmission
electron microscope, numerous neurotubules were observed, both in the cell soma
and in their neuritic extensions. The differences seen in the cytoskeleton of cells
stimulated with NGF or ELFMF suggest differential stimulation mechanisms
possibly determining the biochemical electrophysiclogical, and morphological

characteristics in both types of cell cultures.



DEFINICION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

Células Cromafines. Embriologicamente tienen su origen en la cresta neuronal y
dan origen a diversos tipos de células adultas, entre ellos las de la médula

suprarrenal.

Campos magnéticos de frecuencia extremadamente baja (CMFEB). Los
campos electromagnéticos que nos interesan producen radiacion de tipo no
ionizante y, dentro del espectro electromagnético, se clasifican como radiacion de

frecuencia extremadamente baja (50 a 60 Hertz).

Factor de crecimiento Neuronal (FCN): Factor de accion neurotréfica tanto in
vivo como in vitro. Su habilidad para modular el programa de diferenciacion de las
celulas neuronales precursoras consiste en que cuando las células PC12 son
cultivadas en presencia de FCN dan lugar a neurcnas de tipo simpatico, dado que

desarrollan neuritas, dejan de dividirse y se vuelven eléctricamente excitables.

Diferenciacién: Proceso por el cual las células presentan una manifestacién de

cambio hacia un tipo celular especializado.

Neuritas: Este término se utiliza para identificar el crecimiento de los procesos

citoplasmicos de las células cultivadas, por su semejanza con las neuronas.



Varicosidades: Son ensanchamientos que se presentan a lo largo de las neuritas
de las neuronas simpéaticas. También se han observado en las neuritas de células
cromafines, diferenciadas por exposicion a diversos estimulos como FCN o

CMFEB.

Conos de crecimiento: Son ensanchamientos membranosos terminaies del axéon
en formacién; miden varias micras de didmetro y contienen numerosos filopodios,

lamelopodios y organillos citoplasmicos.

Citoesqueleto: Sistema de proteinas filamentosas en el citoplasma de una célula
eucarionta, que le da la forma celular y la capacidad de movimiento dirigido. Las
diversas actividades del citoesqueleto dependen de fres tipos de proteinas
filamentosas, éstas son microtdbulos, microfilamentos, filamentos intermedios vy

filamentos gruesos.

Micrometro o micra: Unidad de longitud que se utiliza en histologia vy

microscopia electrénica; es igual a 1x10° metros.

Nanémetro: Unidad de longitud que se utiliza en microscopia electronica; es igual

a 1x10° metros.

Angstrom (A). Unidad de longitud utilizada para medir atomos y moléculas; es

igual a 1x10°"® metros 6 0.1 nanémetros (nm).



Microtabulos: Son organillos no membranosos, intracitoplasmicos que se
caracterizan por ser estructuras tubulares finas de longitud indeterminada, con un

diametro exterior constante de 25 nanometros.

Filamentos intermedios: Son estructuras filamentosas, intraciteplasmicas, no
membranosas que en el microscopio electronico de transmisién tienen un

diametro de 8 a 10 nanémetros.



INTRODUCCION

Las células de médula suprarrenal se han utilizado en cultivos primarios como
modelo para estudiar la diferenciacion celular. Estas células responden a
diferentes estimulos modificando su fenotipo, produciendo extensas ramificaciones
neuriticas al ser tratadas con FCN, similares a [as neuronas simpaticas (Unsicker y
cols., 1985). Se ha obtenido diferenciacion neuritica de las células cromafines in
vitro, con otros tipos de estimulos como la aplicacién de campos eléctricos
(Robinson, 1985), co-cuitivos con células del glioma Cs (Notter et al, 1989),
exposicion a CMFEB (Drucker-Colin y cols., 1994), y resiembras de estas células

(Verdugo-Diaz y cols., 1995).

La estimulacion con campos CMFEB representa un interesante abordaje del
fenémenc de la diferenciacion celular, principalmente porque es un procedimiento
“no invasiva". A pesar de la simplicidad del método, no se ha informado que haya
estudios morfologicos relacionados con sus efectos sobre las células cromafines.
Ciertamente no hay estudios sobre los aspectos ultraestructurales del proceso de

diferenciacion que presentan dichas células.
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CELULAS CROMAFINES DE LA MEDULA SUPRARRENAL

Las células cromafines son células endt_'acrinas gue se originan a partir de la cresta
neuronal y estan ontogénicamente relacionadas con las neuronas simpaticas. Al
migrar a la regidén central dan origen a las células secretoras de la médula
supramrenal. Excepto por la presencia de éstos granulos cromafines, las células
secretoras de catecolaminas en ta médula suprarrenal no poseen caracteristicas
propias cuando se estudian al microscopio electronico. Ademas de tener una
cantidad moderada de ribosomas libres y una cantidad pequena de reticulo
endoplasmico rugoso, tienen un complejo de Golgi bastante notable, Los granulos
cromafines contienen, ademas de la adrenalina y noradrenalina, diversas
proteinas enzimaticas y no enzimaticas, adenosina trifosfato (ATP), otros
nucledtidos y algunos fosfolipidos. También almacenan algunos péptidos opicides
(encefalinas) y sus precursores, lo cual sugiere que tales péptidos pudieran
participar en la modulacién y coordinacion de ‘respuestas simpaticas amplias

(Cormack, D. H., 1988).
GRANULOS CROMAFINES

Estudios realizados con microscopia electrénica muestran que la médula
suprarrenal tiene dos tipos de células que secretan hormonas y que cada una
libera una catecolamina distinta. Los granulos que contienen adrenalina pueden
tener una imagen menos electrodensa que los que almacenan noradrenalina. La

respuesta cromafin de los granulos esta condicionada por la reaccion de oxidacion
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en frio, con dicromato de potasio al 2.5 % y sulfato de sodio al 1%, en un
amortiguador de acetato al 0.2 M (pH de 4.1), segin el método de Wood vy
Barrnett. La noradrenalina genera un producto de oxidaciéon mas obscuro que la
adrenalina. Este hecho plantea la hipétesis de que algunas células producen
adrenalina y otras noradrenalina. En las micrografias electronicas de cortes finos
de 60 a 80 nanometros de espesor, los granulos hormonéforos de las células
secretoras de la médula suprarrenal fijados con glutaraldehido, postfijados con
0s04, contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo, tienen un aspecto
electrodenso. Los granulos que contienen adrenalina son de opacidad electronica
variable de moderada a extrema; tienen un nudcleo finamente granular y un halo
periférico inconstante debajo de su membrana limitante; su forma es redonda u
oval, y sus diametros estan en los limites de 65.8 a 414.0 nm (192.3 nm en
promedio), en tanto que los granulos que almacenan noradrenalina tienen un
rango de 105.5 a 518.4 nm (257.7 nm en promedic); su nucleo es tan electrodenso
que no llena el espacio delimitado por la membrana, es excéntrico e irregular

(Benchimol y Cantin, 1977), (Cormack, 1988).

CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS DE MEDULA SUPRARRENAL

El cultivo de células se inicid a principios de siglo como un métode para el estudio
de la conducta de las células animales libres de variaciones sistémicas. Su
expansion se situa en la década de 1950. De embriones de poilo y roedores se
han producido diversas lineas celutares. Es posible estudiar la actividad

intracelular de estas células; sintesis de proteinas, relaciones de las células con el
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medio ambiente, estudios de hormonas, metabolitos, infecciones, accion de
drogas, movimientos transmembranales, interaccion de célula a célula,
cooperacion metabdlica, limitacion del crecimiento, asi como induccion
embrionaria. Una de las ventajas de este método es el control de las condiciones
fisico-quimicas ambientales (pH, temperatura, presion osmaética, oxigeno, bidxido
de carbono, tension), las que se pueden controlar con toda precisién. La mayoria
de los cultivos estdn complementados con suero y otros componentes como
hormonas, y sustancias reguladoras. Ofras conveniencias son las cuestiones
econdmicas, éticas, morales y legales. Las desventajas son que se requieren
condiciones estrictamente asépticas, asi como las limitaciones en la cantidad de
células. Cuando los fragmentos de tejido recientemente obtenido se colocan en la
caja de cultivo o en una fase liquida, o como suspensién en un medio, se

denominan cultivos primarios (Freshney, 1991).

FACTOR DE CRECIMIENTO NEURONAL (FCN)

El FCN regula la sobrevivencia, el crecimiento neuronal y la produccion de
neurotransmisores de numerosas neuronas y de algunas células de la linea PC12
y cromafines. Es un dimero formado por dos cadenas de polipéptidos de 118
aminoacidos cada uno, unidos por tres puentes disulfuricos y por una fuerte
interaccion hidrofébica. Se extrae a partir de la glandula submaxilar del ratén,
donde se encuentra en forma de complejo de 135,000 Da. La molécula de 7S
FCN contiene dos copias de tres cadenas de polipéptidos: alfa, beta y gamma.

La cadena beta es la que contiene actividad biolégica y es la fraccion reconocida
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por los receptores de FCN. Una vez unido al receptor correspondiente, el
complejo receptor-factor de crecimiento es rapidamente introducido hacia el
interior de la célula por un proceso de endocitosis. Ya en el interior, el complsjo
sufre de protedlisis sucesivas. En el interior de la célula se han descrito dos
mecanismos principales de accion: fosforilacién de proteinas y cambios en la

expresion génica (Verdugo-Diaz, 1994).

El FCN, que es un factor neurotréfico por excelencia, puede tener efectos sobre la
funcion y diferenciacién morfoldgica de otros tipos celulares no neuronales. Un
ejemplo de esto es el efecto del FCN sobre la extension de procesos parecidos a

neuritas (Tamara Rosenbaum, 1997).

Las células cromafines y la linea celular PC12 de feouomocitoha de rata, se han
convertido en los modelos elegidos para estudiar la capacidad del FCN en la
modulacién de expresion fenotipica y los mecanismos moleculares adyacentes a
este proceso. Cuando las células PC12 son cultivadas en presencia de FCN se
diferencian dando lugar a neuronas de tjpo simpético, dado que desarroilan
neuritas, dejan de dividirse y se vuelven eléctricamente excitables (Tamara

Rosenbaum, 1997).
CAMPOS MAGNETICOS DE FRECUENCIA EXTREMADAMENTE BAJA

Experimentos realizados en nuestro laboratorio sugieren que la estimulacién con

campos magneéticos induce transformacion morfoldgica en las células cromafines,
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con el establecimiento de una via de senalizacién por exposicion de CMFEB. El
mecanismo puede ser el aumento de las corrientes masivas, las cuales, pueden
tener relacion con el fenotipo diferenciado y la secrecidon potenciada. (Drucker-
Coliny cols., 1994).

El influjo de Ca®* puede disparar eventos, tales como activacién de enzimas, que
llevan a una respuesta gendmica. Se sugiere que la expresion del fenotipo
diferenciado, el aumento en las corrientes de Ca®* y la secrecién, pudieran causar
que las células estuvieran preparadas para la funcidn madura que también
involucra cambijos en la liberacion de transmisores (Morgardo-Valle y cols., 1998).

Los campos magnéticos que producidos por las lineas eléctricas producen
radiacion no ionizante y se clasifican como de frecuencia extremadamente baja
(Anexo No. 1). Pueden medirse utilizando la fuerza del campo magnético en
amperes por metro (A/m), o mas comunmente midiendo la densidad del flujo
magnético en unidades de Gauss (G) o Tesla (T). Para las exposiciones que nos
interesan son mas practicas las mediciones en Gauss, y se conoce que 1
miliGauss es igual a 0.1 microtesla (mT). Una Tesla es igual a 10,000 gauss y 1
Gauss es igual a 0.0001 Tesla. Una militesla es igual a 10 Gauss. (Bracken, 1993,

Fajardo-Gutiérrez, A., 1993).

NEURITAS

Este término se utiliza para identificar el crecimiento de los procesos citoplasmicos
de las células cultivadas por su semejanza con las neuronas. Con respecto al

tejido nervioso el término neuritas se utiliza indistintamente para hacer referencia
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tanto a axones como a dendritas. El axén es la fibra nerviosa mas larga de una
neurona, su didametro varia de 0.2 a 20 micrémetros; sus ramas colaterales se
extienden en forma perpendicular a él; esta desprovisto de reticulo endoplasmico
rugoso, presenta numerosos microtibulos y neurofilamentos. El axoplasma
contiene mitocondrias filiformes, reticulo endoplasmico de superficie lisa,
microtubulos y neurofilamentos abundantes; estd desprovisto de ribosomas. Las
dendritas son prolongaciones ramificadas ahusadas que pocas veces exceden de
un milimetro de longitud; se extienden en todas direcciones del cuerpo celular, y a
diferencia de los axones se ramifican en forma dicotdmica y en angulo agudo. Las
ramas dendriticas son de diametro cada vez menor. Las dendritas principales
difieren del ax6n porque contienen cuerpos de Nissl (reticulo endoplasmico rugoso
y ribosomas) asi como abundantes microtubulos, neurofilamentos y mitocondrias

(Pannese, 1994).

CONO DE CRECIMIENTO AXONAL (CCA)

Es una estructura. especializada del neuroblasto fetal, capaz de encontrar la
trayectoria hacia areas especificas y de reconocer la célula blanco apropiada para
la formaciéon de sinapsis, por 10 que su funcién esta ligada estrechamente al
desarroflo del sistema nervioso. Morfoldgicamente es un ensanchamiento
membranoso en el axén terminal, de varias micras de didmetro, compuesto de
numerosos filopodios y lamelopodios. Contiene estructuras caracteristicas del
plasmalema, que ocupan la porcién central, tales como un reticulo endoplasmico

agranular, cumulos de vesiculas, mitocondrias, lisosomas secundarios,
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microfilamentos y microtubulos, las particulas intramembranales son escasas. Se
ha informado un alto porcentaje de glicoproteinas en fos CCA, que tienen una
importante participacion en los fenédmenos de adhesividad, y reconocimiento
celular. En el extremo terminal de la neurita que forman las células cromafines al
ser estimuladas con factor de crecimiento neuronal, se observan estos
ensanchamientos con todas las caracteristicas que distinguen al CCA (Mercado-

Camargo, R., 1996).

CITOESQUELETO

Se llama citoesqueleto a un organillo intracitoplasmico de las células eucariotas
que les es Util para adoptar una variedad de formas y para conducir directa y
coordinadamente sus movimientos. Depende de un complejo de redes de
proteinas filamentosas que se extienden en todo el citoplasma. Las diversas
actividades del citoesqueleto dependen de los siguientes tipos de proteinas
filamentosas: microtubulos, microfilamentos, filamentos intermedios y filamentos

gruesos (Alberts y cols., 1894).

FILAMENTOS DE ACTINA

También conocidos como microfilamentos, son dos hebras de filamentos

helicoidales de polimeros de actina; aparecen como estructuras flexibles con un

didmetro de 5 a © nandmetros que estan organizados en forma lineal de envoltorio
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de dos hebras; la mayor concentracion de estos filamentos esté relacionada con la

membrana citoplasmica (Alberts y cols., 1994).

FILAMENTOS INTERMEDIOS

Se [laman filamentos intermedios porque en el microscopio electréonico de
transmision tienen un diametro de 8 a 10 nandémetros; son de mayor diametro
que la actina y menor que el de las fibras de miosina de las células musculares.
Se conocen cuatro variedades de estos filamentos intermedios: las queratinas,
la vimentina, los neurofilamentos y la [dmina nuclear. Todas son semejantes en
su estructura central dominante y varian en sus extremos amino terminal y

carboxiterminal (Alberts y cols., 1994).

MICROTUBULOS

Son estructuras tubulares finas de longitud indeterminada, con un diametro
exterior constante de 25 nm. Transversalmente tienen un aspecto de pequefios
circulos con una luz que es menos electrodensa que sus paredes. Cada
microtdbulo esta integrado por trece protofilamentos longitudinales a manera de
finisimos cilindros, construccion singular que refleja el patrén de organizacion de
sus subunidades. Con tincién adecuada, es posible advertir componentes de ios
centriolos y también de los cilios. Con inmuno-histoquimica, incubandotios con
anticuerpos contra tubulina, y marcados con fluoresceina, se pueden observar a

través de un microscopio de florescencia. En los microtdbulos la tubulina esta en
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equilibrio con ia de tipo soluble. No toda la tubulina de la célula esta en forma de
microtubulos, ya que parte de ella también esta en forma soluble, como proteina
citoplasmica. En realidad, la proteina soluble esta integrada por dos péptidos
estructuralmente.semejantes gue son la alfa y beta tubulina (ambas guardan

retacién mutua para formar dimeros).

Estudios in vifro indican que los dimeros de tubulina son incorporados
preferencialmente a un extremo del microtdbulo, o se pierden de manera
preferente desde su otro extremo, y se disocian con mayor rapidez gue con la que
son agregados. Los microtibulos representan estructuras labiles, con tendencia a
degradarse hasta producir sus subunidades constituyentes de tubulina. Dichas
subunidades siempre estan reincorporandose a los microtubulos existentes, y
también intervienen en el ensamblado de otros nuevos. El proceso de
- ensamblado de microtibulos es regulado. La polimerizacion de la tubulina para
formar microtibulos comienza en sitios llamados “centros organizadores de
microtdbulos”, los que estan casi en todo el citoplasma, y abundan en la vecindad
de los centriclos. Se sabe lo anterior porque al aplicar colchicina y después, al
eliminarla, comienzan a ensamblarse en la regidn pericentriolar nuevos

microtubulillos citoplasmicos.

Cuando se divide una célufa, y sus subunidades de tubulina son utilizadas para
producir microtdbulos husales en vez de citoplasmicos, se observa también
reensamble ulterior de éstos Ultimos en intima relacion con los centros

pericentriolares de organizacion de los microtibulos, en células hijas. La
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polimerizacién y despolimerizacion de dimeros de tubulina guardan relacion
precisa, de tal forma que los microtubulos sélo se integran en sitios necesarios y

en [as ocasiones apropiadas.

Existen datos de que algunas proteinas relacionadas con microtabulos -nombre
que reciben por su relacion intima con ellas-, participan como reguladoras en el
ensamblado de tales estructuras. Las células utilizan sus microtdbulos en varias
formas. Los microtubulos citoplasmicos son relativamente rigidos, pero pueden
mostrar flexién hacia un lado, por lo que brindan soporte interno a la célula y
representan su principal elemento estructural o esquelético. Su distribucion ejerce
un notable efecto en la morfologia celular, y explica las muy diversas formas de
céluias. También facilitan el transporte intercelular de organillos, particulas y
macromoléculas, por vias especificas a través del citoplasma. La capacidad de
dirigir el transporte intracelular tiene importancia particular en los cilindroejes, que
son prolongaciones citoplasmicas extraordinariamente largas del cuerpo neuronal.
Los microtubulos, dentro de dicha pkolongacién. tienen capacidad de dirigir el
transporte intracelular de materiales sintetizados en el cuerpo, para hacerios llegar

al extremo de dicha prolongacion (Cormack, 1988).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los trabajos realizados por el Dr. Drucker y colaboradores, se demostrd que en
cultivos primarios se puede modificar el fenotipo de las células de médula
suprarrenal; llegaron a obtener la formacién de neuritas emergiendo de estas
células, aplicando pulsos de CMFEB dos horas por la mafana y dos horas por (a
tarde, durante siete dias. La imagen histolégica en estas condiciones muestra
neuritas cuantitativas y cualitativamente semejantes a las que se obtienen
agregando FCN al medio de cultivo por un mismo periodo de tiempo. Sin
embargo, no se conoce la morfologia de estas neuritas por MET, por lo que es

necesario plantearse la siguiente pregunta:

.Se encuentran diferencias en las caracteristicas ultraestructurales en las

neuritas, producidas a partir de la diferenciacion de las células cromafines

estimuladas in vitro por FCN, comparadas con la exposicion in vitro por CMFEB?

21



HIPOTESIS GENERAL

Los cultivos primarios de células cromafines en presencia de FCN o en la
exposicion de CMFEB inducen a que estas células desarrollen neuritas. Dada la
naturaleza diferente de estos estimulos, se espera que existan diferencias

histol6gicas y ultraestructurales.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

Podrian identificarse algunos componentes ultraestructurales diferentes en células

cromafines, diferenciadas por el estimulo de FCN, contra las expuestas a CMFEB.
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OBJETIVOS GENERALES

Determinar diferencias en la naturaleza histolégica y ultraestructural de las

extensiones neuriticas de las células cromafines de la medula suprarrenal,

producidas in vitro en presencia de FCN contra la exposicion con CMFEB.

OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar diferencias en la cantidad de microtubulos.
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MATERIALES Y METODOS

Manejo de Animales

En el presente trabajo se utilizaron ratas recién nacidas, de ambos sexos, de la
cepa Wistar. Las ratas se obtuvieron dei bioterio de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autonoma de México. Las madres de las ratas se
sometieron tanto a un regimen ad-/ibitum en agua como a uno de alimento Purina
Chow, en un cubiculo mantenido en condiciones ambientales estandar, con ciclos
de luz-obscuridad de 12 horas, temperatura de 23 +/- 2°C, y humedad relativa de
60 %. Las condiciones de gestacion y nacimiento fueron dentro de limites

estandar. Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion.

Cultivo Primario de Células Cromafines

Se obtuvieron células de méduia suprarrenal de ratas Wistar de 1 a 3 dias de
nacidas. Las células fueron preparadas como lo describen Unsicker y sus
colaboradores (Unsicker y cols.,, 1978). Los fragmentos de tejido de médula
suprarrenal se colectaron en una solucion salina de Spinner, libre de calcio (SSS,
Sigma), enriquecida con albimina de suero bovino (BSA, Sigma). Las células se
disociaron con medios enzimaticos, solucién salina de Spinner, mas 2 mg/ml de
colagenasa (Worthington, tipo 1) y 15 mg/ml de desoxiribonucleasa | (Sigma Tipo
II), durante 45 minutos, a 37 °C, con agitacion continua moderada. El tejido fue

dispersado mecanicamente con una pipeta Pasteur, y la suspension celular fue
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centrifugada a 100 x g, a 20 °C, por 10 minutos. Las células disociadas de médula
suprarrenal fueron suspendidas en el medio de Eagle's (DMEM, Gibco),
modificado de Dulbecco’s, enriquecido con suero bovino fetal al 10 % (Gibco), 4.5
mg de insulina (Sigma), 100 U/mi de penicilina (Sigma), 100 mg/ml de
estreptomicina (Sigma) y 2.5 mg/ml de fungizona (Gibco). (Anexo No. 2). La
viabilidad de las células fue de 90 %, determinada por el método de exclusion de
azul de tripano. Las células se cultivaron durante 7 dias con una humedad de 5%,
C02-95%, y aire atmosférico a una temperatura de 37 °C; el medio de cultivo fue

cambiado cada 4 dias.

Exposicion a Campos Magnéticos de Frecuencia Extremadamente Baja

Los cultivos primarios de células cromafines fueron expuestos a campos
magneéticos de baja frecuencia, tal y como lo describen Bassen y cols. (1992).
Una parte de las células fue sembrada en capsulas Beem invertidas, y otra parte
sobre fragmentos de cubreobjetos de 16 mm®. En ambos casos los cultivos fueron
colocados entre dos bobinas, a una distancia de 30 cm, de manera gque ios
campos magnéticos de frecuencia extremadamente baja gquedaran orientados
perpendicularmente a la base de la monocapa de células. Bajo estas condiciones
las células fueron expuestas en forma uniforme a un campo magnético de 7 G (60
mA), 4 horas diarias a partir del segundo dia de un total de 7 dias de cultivo (24

horas de exposicion). (Fotografia No. 1)
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Cultivo en Presencia de Factor de Crecimiento Neuronal

Al medic de los cultivos primarios de células cromafines se le afiadié FCN, 100
ng/ml (Sigma), después de cuatro horas de haber sido sembradas. Las células
permanecieron en cultivo durante 7 dias. El medio con FCN se renové cada 4

dias (Drucker-Colin).

Microscopia de Luz

Se agreg6 un fragmento de cubreobjetos de vidrio de 0.5 x 0.5 cm. dentro de las
cajas de cultivo de células cromafines, con lo que se logré una monocapa de
células. Después de siete dias de cultivo, a los cubreobjetos con la monocapa de
células se ies retir6 el medio de cultivo fueron lavados con amortiguador de
cacodilato al 0.1 M, pH 7.4. Se fijaron durante dos horas en una solucién de
glutaraldehido (2.5%), parafomaldehido (1%) y 4&cido tanico (0.1%) en
amortiguador de cacodilato. Las células se tifieron con la técnica de Gross

Bielschowski (Sheehan y Hrapchak).

Microscopia Electronica de Barrido

Después de siete dias de cultivo, a los cubreobjetos de 0.5 x 0.5 cm. con la
monocapa de células, se les retird el medio de cultivo, se lavaron con
amortiguador de cacodifate al 0.1 M, pH 7.4, se fijaron durante dos horas en una

solucién de glutaraldehido (2.5%), con parafomaldehido (1%) y acido tanico {0.1%)
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en amortiguador de cacodilato. Sé postfijaron durante dos horas en tetradxido de
osmio y se deshidrataron en concentraciones ascendentes de alcoholes; las
preparaciones se desecaron a punto critico con CO;, se cubrieron con oro
ionizado y fueron observadas utilizando un microscopio electrénico de barrido

JEOL JSM-5300.

Microscopia Electronica de Transmision

Las células fueron cultivadas en capsulas Beem colocadas en forma invertida
(Hayat, 1986). A los 7 dias de cultivo la monocapa de células, obtenida en la tapa
de la capsula, fue lavada con amortiguador de cacodifato al 0.1 M, pH 7.4, se
fijaron durante dos horas en solucion de glutaraldehido al 2.5% con
parafomaldehido al 1% y acido tanico al 0.1% en amortiguador de cacodilato al
0.1 M, pH 7.4. Fueron postfijadas en tetraéxido de Osmio al 2%, deshidratadas en
concentraciones ascendentes de alcoholes, y se incluyeron en resina araldita
(Ciba-Geygi); se realizaron cortes semifinos de una micra de espesor en un
uitramicrotomo Porter Blum MT-1, los que fueron tefiidos con azul de toluidina y
fucsina basica. Se obtuvieron secciones de 60 nandémetros de espesor, que se
contrastaron con acetato de Uranilo (Merck) y citrato de Plomo (Merck) (Técnica
de Reynolds). Los cortes finos fueron observados en un microscopio electrénico

de transmision Zeiss EM-906.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS Y ULTRAESTRUCTURALES DE CELULAS DE MEDULA SUPRARRENAL

Estructura Células recién obtenidas | Células cultivadas en | Células estimuladas por | Células estimuladas por
y disociadas por medios condiciones basales. NGF. LFM.
enzimaticos.

« Nucleo ¢ Redondo + Qvalado « QOvalado ¢ (valado

* Envoltura nuclear » Delgada » Delgada » Engrosada » Delgada

« Cromatina » Heterocromatina » Distribuida’ » Distribuida » Distribuida

condensada y homogéneamente. homogéneamente. homogéneamente.
Eucromatina

« Nucleolo « Prominente s+ Poco aparente s Poco aparente s Poco aparente

CITOPLASMA

1. Aparato de Golgi 1. Poco aparente 1. Prominente 1. Prominente 1. Prominente

2. Vesiculas 2. Abundantes 2. Abundantes 2. Abundantes 2. Escasas

3. Mitocondrias 3. Regulares 3. Abundantes 3. Abundantes 3. Regulares

4. Lipidos 4. Abundantes 4. Escasos 4. Abundantes 4. Escasos

5. Ribosomas 5. Escasos 5. Escasos 5. Abundantes 5. Abundantes

6. Granulos 6 + 6. ++ 6. ++ B. +++
electrodensos

7. Reticulo 7. Escaso 7. Escaso 7. Regular 7. Regular
endopldsmico

NEURITA Ausente Presente Presente Presente

1. Forma 1. Curvilinea 1. Curvilinea 1. Rectilinea

2. Cantidad 2. Escasa 2. Abundante 2. Abundante

3. Longitud 3. Corta 3. Larga 3. Larga

4. Varicosidades 4. Escasa 4. Abundantes irmegulares | 4, Abundantes regulares

5. Conos de 5. No se detectaron 5. Abundantes 5. Abundantes
crecimiento

6. Filopodias 6. No se detectaron B. ++++ B. +

7. Filamentos 7. ++ 7.+ 7. ++++
intermedios

8. MicrotGbulos 8. No se detectaron 8 + 8. ++++

9. Granulos 9. Presentes 9. Presentes 9. Presentes
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ANALISIS ESTADISTICO

Se contd el numero de microtdbulos en cada neurita observada en el microscopio
electronico de transmision, a 6000 aumentos, en ias preparaciones de las células
de médula suprarrenal. En un grupo estan las que se cultivaron en presencia de

FCN y en el ofro grupo las que se expusieron a CMFEB. (Grafica I)

Se desea efectuar la comparacion de dos grupos en los que se ha medido una
variable de tipo cuantitativo discreto cuya distribucién no es semejante a la de la

curva normal.

Diseno: Comparacién de dos grupos independientes.

Prueba: Comparacion de dos distribuciones independientes a través de la prueba

U de Mann-Whitney.

Se utiliza la base de datos en Excel para Windows 95, Versién 7.0, y el paquete

Statistical Package for Social Science (SPSS), Version 7.5.
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.

No. de Neurita [Microtibulos| Microtibulos No. de Neurita |[Microtibulos| Microtdbulos
FCN CMFEB FCN CMFE8
1. 1 5 28. 1 4
2. 2 5 29. 3 4
3 0 4 30. 1 5
4, 1 4 3l 1 5
5. 1 4 32. i 5
6. 2 5 33 0 4
7. a 4 34 i 5
8. 0 4 35. 0 5
g 2 4 36, 0 4
10. 2 5 37 2 5
1. 2 3 38. 2 5
12. 3 5 39. 1 4
13. 2 5 40. 0 4
14, 2 4 41, 1 6
15. 0 5 42, 0 4
16. 2 3 43 0 4
A7 1 4 T a4 ) 4
18. 2 5 45, 2 4
19. 2 5 46, 2 5
20. 2 4 47, 1 5
21. 2 4 48, 2 5
22. 3 5 49, 0 4
23, 2 4 50. ¢ 6
24, 2 5
25. 4] 5
26. 1 5 Sumatornia 62 226
27. 1 5 Promedio 1.24 4.52
Desviacion 0.91606960 0.64649763
estandar
N FCN 50 Rango promedioc 25.56  Suma de rangos 1278.00
N-CMFEB 50 Rango promedio 75.44 Suma de rangos 3772.00

U de Mann-Whitney 3.00

Significancia p < 0.001

Valores criticos a dos colas para la U de Mann-Whitney para ambos grupos de
igual tamafio. Hipdtesis estadistica nula de que ambas distribuciones de valores

son semejantes. En el caso de esta prueba, Ia hipotesis estadistica nula se
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rechaza cuando el valor calculado es menor o, a lo sumo, igual al valor critico

tabular para un nivel de significancia dado.

La anterior conclusidn representa la existencia de una diferencia significativa en el

numero de microtubulos producidos por efecto de FCN y en los producidos por

CMFEB.
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NUMERO DE MICROTUBULOS

PROMEDIO DE MICROTUBULOS

POR NEURITA.
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DISCUSION

En este documento se describen las caracteristicas morfoldgicas, en el ambito
histolégico y ultraestructural, del crecimiento de celulas cromafines de la meédula
suprarrenal de ratas recién nacidas, en condiciones basales, durante 7 dias, en
presencia de FCN o estimulados con CMFEB. Los hallazgos descritos son
comparados con las caracteristicas morfolégicas de las células cromafines de la
médula suprarrenal, obtenidas de animales recién nacidos. Cuando de las ratas
neonatales se extrae la médula suprarrenal, ésta es disociada y cultivada; por lo
tanto, pueden observarse diferentes tipos celulares. En el extendido éstas tienen
una forma ovoide o redonda y llegan a ser poligonales a pocos dias de haber sido
cultivadas (Ogawa y cols., 1986). Del 10 al 14 % de ellas producen extensiones
del citoplasma (neuritas) dentro del lapso de 7 dias de cultivo (Drucker-Colin y
cols., 1994; Herman y cois., 1992; Livett, 1984). Por otra parte, en presencia de
FCN se observa un incremento de la cantidad de recticulo endopiasmico, y
mitocondrias con aumento del aparato de Golgi y de los microtibulos (Ogawa y

cols., 1986).

Estas observaciones morfologicas son semejantes a las nuestras en cuitivos de
células cromafines diferenciadas con FCN. En los cultivos expuestos a CMFEB se
apreciaron algunas diferencias; en este Ultimo se observa que el citoesqueieto
estd compuesto por microtibulos. Esta caracteristica morfolégica se ha
encontrado en las extensiones neuriticas de las neuronas (Pannese y cols,,
1994).
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Matus (1990) propone gue el ensamble de los microtubulos es esencial para el
mantenimiento de la estructura radial del axén y la dendrita. Las proteinas
asociadas a microtubulo (MAPs) estan directamente relacionadas a estas
funciones, promoviendo la polimerizacién de la tubulina y participando en el
encadenamiento de los microtubulos en las extensiones neuriticas. Un tipo
temprano de MAPs estd relacionado con la formacidn y crecimiento de
extensiones neuriticas para la formacion de lo que seran las dendritas o los
axones, mientras que un tipo tardio esta involucrado en la estabilizacién y

preservacion de las dendritas y los axones ya creados.

Es conocida la susceptibilidad de las células cromafines de la médula
suprarrenal para sufrir cambios fenotipicos bajo el efecto de diversos estimulos.
El crecimiento de neuritas a partir del citoplasma de las células cromafines nos
parece el cambio mas interesante de estas células, ademas de la presencia-de
conos de crecimiento en estas extensiones. Esto podria ser sugestivo de su
genotipo neuronal. Se conoce muy poco acerca de la ultraestructura de estas
extensiones neuriticas en células cromafines en cultivo, y es ain menos
conocida Ia- asociacion de estos cambios con la naturaleza del estimulo que
induce diferenciacién en las células cromafines. La mayoria de los informes
sobre diferenciacion de células suprarrenales, indican que se han utilizado
celulas de feocromocitoma o células PC-12. Durante el crecimiento de las
células PC-12 se han identificado dos poblaciones: la primera tiene un fenotipo

esférico muy similar al observado en células normales de médula suprarrenal
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recientemente obtenidas y disociadas. La segunda poblacién tiene un fenotipo
neuronal que, aungue no tiene una morfologia consistente, muestra extensiones
neuriticas con una moderada cantidad de filamentos intermedios y microtubulos,
varicosidades en sus extensiones y algunos conos de crecimiento sobre la
porcion distal de sus proyecciones. Edgar y cols. informaron de ciertos hallazgos
morfoldgicos en células PC-12, tales como la formacién de fibras asociadas con
actividad acetilcolina transferasa.  Notter y cols. observaron en ceélulas
cromafines desarroliadas junto con células Ce de glioma que los microtubulos
predominaron sobre los neurofilamentos en neuritas procedentes directaménte

del soma.

Algunos estudios han mostrado que las células cromafines, al crecer en la
presencia de FCN, incrementan su intercambio de calcio y aumentan la

sobrevida y el desarrollo de la célula (Nikodijevic y Guroff, 1991).

Un estudio previo (Drucker-Colin y cols., 1994) con el uso de técnicas de
microscopia de luz mostrd que las células cromafines en cultivo, sometidas a
ambos tipos de estimulos (FCN o CMFEB) se diferencian por la emisién de
numerosas extensiones neuriticas. En este estudio esos hallazgos se confirman
y se complementan al demostrar que las células desarrolladas en la presencia de
FCN muestran neuritas de trayectos irregulares, mientras que las células
desarrolladas y estimuladas por CMFEB presentan extensiones neuriticas mas
rectas, mas rigidas, y cuando se observan en el microscopio electrénico de

transmision (MET) muestran predominic de filamentos intermedios o
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microtubulos respectivamente. En el caso de estimulacion de CMFEB, parte de
los cambios estructurales estan relacionados con procesos de entrada de calcio,
mientras que cuando se bloquean los canales de L-Ca®* con nifedipina no se
observa diferenciacién inducida por los CMFEB. Esto no sucede con FCN, dado
que los bloqueadores de los canales de N-Calcio no evitaron la diferenciacion.
En vista de las observaciones anteriores, seria necesario determinar si los
canales de L-Ca®* estan de cualquier manera relacionados al ensamblaje
preferencial de microtibulos sobre los filamentos intermedios, durante la

diferenciacion neuronal de células cromafines.

Los cambios presentados en este estudio pueden ser significativos. Las células
estimuladas con CMFEB pueden estar sujetas a cambios en los sitios de entrada
de Calcio a la célula, como lo sugirieron Conti y cols. {1985) y fue demostrado
por Morgado-Valle y cols. (1998), sin pasar por alto el considerar la etapa del
ciclo celular en que se encontraban las células cromafines al momento de la
estimulacién, y la intensidad de los campos magnéticos aplicados (Walleczek y

Budinger, 1992).

En suma, este estudio muestra que la estimulacion tanto con FCN como con
CMFEB, indujo diferenciacién neuronal en las células cromafines de médula
suprarrenal, caracterizada principalmente por la formacién de extensiones
neuriticas, la presencia de conos de crecimiento y la aparicién de varicosidades
en las neuritas. Muestra asimismo una estructura similar a las vistas en las

células monoaminérgicas (Hokfelt, 1974). Un apoyo a esta ultima observacién
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se encontré adicionalmente en estudios previos en los cuales se ha demostrado
que estas células son TH positivas (Drucker-Colin y cols., 1994; Morgado-Valle
y cols., 1998). Al estudiar ambos grupos de células cultivadas en el MET, las
células desarrolladas en la presencia de FCN mostraron un claro crecimiento
preferencial de filamentos intermedios y neuritas de formas irfegu!ares con
patron ondular. En contraste, en las células cultivadas bajc CMFEB
predominaron los microtibulos en las neuritas, las cuales mostraron imagenes
mas rectas y mas rigidas. En ambos tipos de cultivos se observaron conos de
crecimiento, varicosidades de sus trayectos y filopodia en los extremos
neuriticos, asi como granulos irregulares tipicos de células cromafines,
caracterizados por masas altamente electrodensas colocadas dentro de
membranas distendidas, rodeandolos. La presencia de estos granulos de tipo
neurosecretor en extensiones neuronales y conos de crecimiento, podria ser
adicionalmente un indicativo de neuronas de tipo simpatico neuronal (Grillo,

1966).

Los experimentos en esta linea estan intentando ahora definir si estos hallazgos
ultraestructurales tienen funciones bioldogicas especificas que puedan
caracterizar a las células cromafines desarroiladas y estimuladas bajo diferentes

condiciones.
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Fotografia No. 1

Los cultivos fueron colocados entre dos bobinas, a una distancia de 30 cm., de
manera que los campos magnéticos de frecuencia extremadamente baja
guedaran orientados perpendicularmente a la base de la monocapa de células.

Bajo estas condiciones, las células fueron expuestas en forma uniforme a un

campo magneético de 7 G (60 mA).

43



—————

-
-

R e S




FIGURAS

45



Figura 1
Microfotografia de células cromafines obtenidas de médula suprarrenal de rata.

A Células cromafines recientemente obtenidas, de aspecto poliédrico, nucleo
localizado en el centro, rodeado por citoplasma granular y denso. Cortes de una
micra de espesor tefiidos con azul de toluidina (120x).

B- Células cromafines cultivadas en condiciones basales durante 7 dias.
Algunas células mostraron formacién de extensiones neuriticas con varicosidades.
Tincién de Gros Bielschowski. (300 aumentos).

C. Células cromafines cultivadas en presencia de FCN durante 7 dias, donde
las células presentan extensiones neuriticas distribuidas en varias direcciones y
con apariencia curvilinea. Tincién de Gros Bielschowski. (120x).

D. Células cromafines cultivadas y expuestas a CMFEB durante 7 dias, las
cuales muestran extensiones neuriticas rectas en varias direcciones. Tincién de
Gros Bielschowski. (47x).






Figura 2

Células cromafines examinadas bajo el microscopio electrénico de barrido.

A Células cromafines con una larga extensidn neuritica después de ser
estimulada con FCN durante 7 dias de cultivo. (350x).

B- Preparacion de células cromafines cultivadas durante 7 dias sujetas a
CMFEB, muestra extensiones neuriticas con varicosidades. (1,500x).

C. Células cromafines cultivadas durante 7 dias en presencia de FCN, donde
las células presentan extensiones neuriticas de apariencia curvilinea con algunas

varicosidades. (1,500x).

D. Células cromafines cuitivadas y expuestas a CMFEB durante 7 dias, donde
las extensiones neuriticas aparecen rectas con varias varicosidades en ellas.
(750x).
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Figura 3

Micrografias electronicas de transmision de baja resolucién de células cromafines
cultivadas.

A. Células cromafines recientemente obtenidas de médula suprarrenal de rata,
donde aparecen con un ndcleo grande, redondo u ovalade (N), nucleolo
prominente, citoplasma claro con varios tipos de organillos incluyendo
mitocondrias y granulos electrodensos. (2156x).

B- Parte de una célula cromafin cultivada en condiciones basales durante 7
dias; muestra aigunos granulos electrodensos, mitocondrias y algunos lisosomas.
{3,597x).

C. Células cromafines cultivadas durante 7 dias en presencia de FCN, donde
la mas prominente caracteristica es representada por la zona de electrodensidad,
por debajo de la envaoltura nuclear (N), algunos lisosomas, mitocondrias, vacuolas

citoplasmicas y extensiones neuriticas. (1,293x).

D. Células cromafines cultivadas y expuestas a CMFEB durante 7 dias, donde
se observa en el soma un nucleo de apariencia normal (N) junto con mitocondrias,
granulos electrodensos, contornos de reticulo endoplasma y membrana
citoplasmica bien definida. En el resto de la imagen aparecen procesos
citoplasmicos orientados en diferentes direcciones. {35397x).

50






Figura 4

Micrografias electronicas de transmision de celulas cromafines cultivadas durante
7 dias en presencia de FCN, donde la envoltura nuclear tiene un aspecto
electrodenso, aparentemente debido a la condensacion de material por debajo de
la membrana nuclear interna. Dentro del citoplasma se observan vacuolas,
mitocondrias y pocos granulos neurosecretorios. Extensiones neuriticas se
observan claramente, donde varios filamentos intermedios estan presentes en

estos procesos (*).

A (8,000x).
B-  (1,670x).
C.  (1,670x).
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Figura 5

Micrografias electronicas de transmisién, extensiones neuriticas y matriz
citoplasmica de células cromafines de médula suprarrenal, cultivadas en presencia
de FCN.

A Porcién del nucleo de una de estas células (N), donde la envoltura nuciear
tiene un aspecto electrodenso, aparentemente debido a una condensacion de
material intranuclear, y en la que estan incluidos los poros nucleares; en el
citoplasma se encuentran ribosomas, filamentos intermedios (*) y una mitocondria.
(16,000x).

B- Mitocondrias, vesiculas y filamentos intermedios (*) dentro de las
extensiones neuriticas y sus varicosidades. (4,646x).

C. Mitocondrias, vesiculas y filamentos intermedios (*} dentro de las
extensiones neuriticas y sus varicosidades. (10,000x).

D. Granulos electrodensos, filamentos intermedios (*), ribosomas libres y

vesiculas en las extensiones neuriticas. (10,000x)
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Figura6

Micrografias electrénicas de transmision de células cromafines de médula

supramrenal, cultivadas durante 7 dias y expuestas a CMFEB.

A Nducleo de apariencia normal (N), el citoplasma presenta organillos tipicos
de estas células, incluyendo mitocondrias, ribosomas libres, reticulo
endoplasmico, microtibulos y granuios electrodensos. Son notorios los
microtubulos dentro de las extensiones neuriticas (flechas). (16,700x).

B. Nucleo (N) y citoplasma de célula cromafin con citoplasma, con

caracteristicos granulos electrodensos, mitocondrias, vesiculas y microtibulos

dentro de las extensiones neurfticas (flechas). (16,700x).
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Figura 7

Micrografias electrénicas de transmisién de extensiones neuriticas y matriz
citoplasmica de células cromafines cultivadas durante 7 dias, expuestas a
CMFEB.

A. Extensiones neuriticas con algunas varicosidades.  Noétense varios
microtubulos dentro del citoptasma (flechas) con algunas vacuolas y mitocondrias
dentro de las varicosidades. (16,700x).

B. Baja amplificacion mostrando varias extensiones neuriticas entremezcladas
con numerosos microtubulos dentro de su citoplasma (flechas). (4,646x).

C. Porcidon de un ntcleo en una de estas células cromafines donde los poros
nucleares in corte tangencial son claramente discernidos (flechas); en el
citoplasma se encuentran granulos electrodensos, vesiculas, pliegues de reticulo
endoplasmico y numerosos microtubulos. (16,000x).
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Figura 8

Micrografias electrénicas de transmisién de estructuras tipicas de conos de
crecimiento en células cromafines de médula suprarrenal, despues de 7 dias de
cultivo en presencia de FCN (A y B) y expuestas a CMFEB (C y D).

A En presencia de FCN las extensiones neuriticas desarrollaron estructuras
tipicas de cono de crecimiento con formacion de filopodias. En su interior se
identifican vacuolas, poliribosomas y granulos electrodensos. (4,646x).

B. Noétese en este acercamiento, que predominan los filamentos intermedios
(*) dentro del cono de crecimiento, asi como filopodias de las extensiones de
células cromafines cultivadas en presencia de FCN. {10,000x).

C. En la exposicibn de CMFEB las extensiones neuriticas desarrollaron
estructuras tipicas de cono de crecimiento con formacién de filopodias; en su

interior se identifican vacuclas, polirribosomas y granulos electrodensos. (4,646x).

D. En este acercamiento se observa que predomina la presencia de
microtubulos dentro de las filopodias y del cono de crecimiento de las células
cromafines, cultivadas en la exposicion de CMFEB (flechas). (10,000x).






ANEXO No. 1

LINEAS
ELEGTRICAS
RADIO AM TV RADAR INFRA LU ULTRA RAYOS GAMA
ROJO 2z VIOLETA
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[ RX ]
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[ RADIACION [ONIZANTE

MF: FRECUENCIA MEDIA.

VHF: FRECUENCIA MUY ALTA.

ELF: FRECUENCIA EXTREMADAMENTE BAJA.
LF: FRECUENCIA BAJA

UHF: FRECUENCIA ULTRA ALTA

SW: ONDAS SUBMILIMETRICAS.

Savitz D A., Pearce N. E., Poole C. (1888) METHODOLOGIC ISSUES IN THE EPIDEMIOLOGY OF ELECTRCMAGNETIC FIELD3 AND CANCER. Epidemiol Rev 11:59-78.



ANEXO No. 2

Medio de Eagle Modificado de Dulblecco

AMINOACIDOS mg/L
L-Arginina HCI 84.00
L-Cistina 2HCI 62.57
L-Glutamina 584.00
Glicina 30.80
L-Histidina HCI*H,O 42.80
L-Isofeucina 104.80
L-Leucina 104.80
L-Lising HCI 146.20
iL.-Metionina 30.00
{ -Fenildlanina 66.00
L-Serina 42.00
L-Treonina 95.20
L-Triptofano 16.00
L-Tirosina 2 Na*2H,0O 103.79
L-Valina 03,60
SALES INORGANICAS _ma/l
CacCl, (anhidro) 200.00
Fe(NQg) 3 9H20 0.10
KCl 400.00
MGSQ, {anhidro) 97.67

al §400.00
NaH2PO4 * H,0 125.00
VITAMINAS ma/L
D-Ca Pantotenato 4.00
Colina Clorada 4.00
Acido Félico 4.00
mio-Inosito! 7.00
Niacinamida 4.00
Piridoxal HCI 4.00
Riboflavina 0.40
Tiamina HCi 4.00
QTROS COMPONENTES ma/L
D-Giucosa 1000.00
Roio de feno| (Sodico) 15.90
Piruvato de sodio 110.00
AGREGADO ma/L
NaHCO3 3700.00
REFERENCIAS:

Dulbecco, R. And Freeman, G. (1959)= Virology 8, 396.
Smith, J.D., Freeman, G., Vogt, M. And Dulbecco, R. (1860) Virology 12, 185.
Tissue Culture Standars Committee (1970) In Vitro 6:2, 93.
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Chromaffin cells derive embriologically from the neural crest, and are
closely related to sympathetic neurons. These cells have been used in tissue
cultures, as a model to study cell differentiation, as they respond to various
stimuli showing changes in cell morphology including the formation of neuritic
extensions, similar to those seen in sympathetic neurons (1-3). Some of the
stimuli applied to cultures of chromaffin cells, with good results is the
treatment with extremely low frequency magnetic fields (ELFMF)(4), which have
shown to have several biological effects both, in vivo and in vitro. Among this
effects are changes in hormone levels, modifications in cell membrane ion
management, and changes in biochemical intracellular processes, such as
protein synthesis and RNA transcription (5).

Objective:

The aim of this study was to compare the effects of nerve growth
factor (NGF) and ELFMF stimulations on the differentiation of chromaffin cells
maintained in culture, with particular reference to the ultrastructural
characteristics of their cell components.

Materials and methods:

Adrenal medulla cells were obtained from 1-3 day-old Wistar rats
according to the procedure described by Unsicker et al. (1). The dissociated
adrenal medulla cells were suspended in a Dulbecco modified Eagle culture
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medium and the cells were grown for 7 days with a 5% CO2-95% air mixture, in

presence of NGF (100 ng/ml), or stimulated with ELFMF (uniformly exposed to
a magnetic field of 60 mA for 4 h every day). Results obtained in both
conditions were compared to the findings observed with the cells maintained
in plain culture medium for 7 days.

For the light microscopic study, the cells from all groups were washed
and stained with the Gross-Bielschowski technique. For the scanning electron
microscopic study, the cells grown on cover-slips were washed and fixed in
buffered-2.5% glutaraldehyde, 1% paraformaldehyde, and 0.1% tannic acid
solution; critical point-dried, and covered with ionized gold to be examined
under a JEOL JSM-5300 scanning electron microscope. For the transmission
electron microscopic study, the samples were fixed in the buffered-
glutaraldehyde-paraformaldehyde-tannic acid solution, postfixed with
buffered-1% osmium tetroxide solution, dehydrated in graded changes of
ethanol and embedded in araldite. Thin sections were stained with uranyl
acetate and lead citrate and examined under a Zeiss EM-906 transmission
electron microscope.

Results and Discussion:

1. When the chromaffin cells were grown under baseline conditions for 7
days, the light and the scanning electron microscopic studies revealed two
types of cells: One of them showed a structure similar to the in situ adrenal
medulla cells, and the other type showed ovoid nucleus with finely granular
cytoplasm, well defined plasma membrane and very few neuritic extensions.
With the transmission electron microscope, few organelles and
neurosecretory-like granules were identified in the cytoplasm, with moderate
amount of intermediate filaments and microtubules (Fig. 2); Some varicosities
were seen in various neurites which disclosed growth cones at their ends.

2. When the cells were grown in presence of NGF, the most striking
features were an increased density of the intranuclear material adjacent to
the internal nuclear membrane, as well as a predominant amount of
intermediate filaments into the cell soma and the neuritic extensions {Figs. 3 -
5). Most cells appeared ovoid with irregularly oriented neurites with a curve
line path (Fig. 1A), varicosities similar to those seen in monoamine containing
nerve fibers (Figs. 1A and 5), and growth cones at their ends (Fig. 4).
Moderate amount of organelles and neurosecretory granules were depicted
within the cytoplasm of these cells.

3. When the cells were cultured and stimulated with ELFMF most of
them showed an ovoid cell body with organelles, neurosecretory-like granules
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and large amount of microtubules. Their ncuritic extensions were linear,
straight and branched (Fig. 1B), with numerous microtubules (Figs. 6 and 7),
varicosities in their path and terminal endings ultrastructurally similar to
growth cones (Fig. 7) and filopodia.

Microtubule assambly is essential to maintain the axon and dendrite
form and structure in ncurons, and the early and late types of the Microtubule
Associated Proteins (MAPs) are directly related to these functions (6).
Drucker-Colin et al. showed that chromaffin cells cultured in presence of NGF
or stimulated with ELFMF differentiated extending cell projections interpreted
as ncurites when examined under a light microscope (4). In the present work,
these findings are confirmed at ultrastructural level, demonstrating that when
the cells in culture are stimulated with NGF or with ELFMF, a predominance of
infermediate filaments or microtubules, respectively, is observed in the soma
cytoplasm and in the necurites. Correlative studies are nceded to better
understand the biological bases underlying the differential aspects seen in
chromaffin cells grown and stimulated under both conditions.
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Figure 1. Scanning electronmicrographs of chromaffin cells cultured for 7
days in presence of nerve growth factor (A) (x 1,500) or stimulated with
extremely low frequency magnetic fields (B) (x 750).
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Figure 2. Ovoid chromaffin cells on day 1 of culture (x 1,670).

Figures 3 - 5. In presence of NGF, where numerous bundles of intermediate
filaments are seen in cell soma (asterisk), in neurites (open arrow), in
varicosities (curved arrow), and near growth cones {(arrow head) 3: x 7,750; 4:
x 6,000; 5: x 27,800.

Figures 6 and 7. Stimulation with ELFMF. Microtubules predominate into
neurites (arrows) and growth cones (asterisk) 6: x 4,650; 7: x 21,560.
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The application of nerve growth factor (NGF) to
primary adrenal medulla chromaffin cell cultures
induces phenotypic changes characterized mainly by
the presence of neurites. A similar effect has been seen
when these cells are stimulated by extremely low
frequency magnetic fields (ELFMF). In this study,
newborn rat chromaffin cells were cultured and sub-
jected to NGF or ELFMF in order to compare their
histological and ultrastructural characteristics. Cells
cultured in the presence of NGF developed cytoplas-
mic projections and their distal ends showed growth
cones as well as filopodia. With scanning and transmis-
sion electron microscopy, an increased submembra-
nous electron density was observed in the nuclei of
cells as well as irregular, wavy neuritic projections
with a moderate number of varicosities, as well as the
prevalence of intermediate filaments among the cyto-
skeleton components. Cells stimulated with ELFMF
presented straighter neuritic extensions with a greater
number of varicosities. With the transmission electron
microscope, numergus neurotubules were observed,
both in the cell soma and in their neuritic extensions.
In both groups, growth cones were clearly identified
by their ultrastructural characteristics. The differ-
ences seen in the cytoskeleton of cells stimulated with
NGF or ELFMF suggest differential stimulation
mechanisms possibly determining the biochemical,

© 1998 Wiley-Liss, Inc.

electrophysiological, and morphological characteris-
tics in both types of cell cultures. J. Neurosci. Res.
53:569-582, 1998. o 1998 Wiley-Liss, Inc.

Key words: magnetic fields; chromaffins; NGF; neurites

INTRODUCTION

Chromaffin cells are endocrine cells stemming from
the neural crest and are ontogenically related to sympa-
thetic neurons. In primary cultures, these cells have been
used as a model to study biochemical aspects of cell
differentiation (Milier and Unsicker, 1986). For example,
chromaffin cells treated in vitro with nerve growth factor
(NGF) show the development of neurites similar to those
seen in sympathetic neurons (Unsicker et al., 1978;
Ogawa et al., 1984; Doupe et al., 1985). In addition, NGF
induces tyrosine hydroxylase (TH) and dopamine B-hy-
droxilase (DBH) activity both in vivo and in vitro (Miiller
and Unsicker, 1986). There have been attempts to get
neuritic differentiation in chromaffin cells in vitro by
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using other kinds of stimuli such as applying electric
fieids (Hinkle et al,, 1981; Robinson, 1985; Borgens.
1989), cocultures with glioma C4 cells (Notter et al.,
1989), and trcatment with extremely low frequency
magnetic fields (ELFMF, Drucker-Colin et al., 1994),
ELFMF have several biological effects in vivo and in
vitro including changes in hormone levels, modifications
in cell membrane ion management, and modifications to
several intracellular processes such as RNA transcription
and protein synthesis (Pool, 1990). The mechanisms
whereby ELFMF induces differentiation in chromaffin
cells are not clearly understood. However, recent experi-
ments conducted in our laboratory have shown that
dehydropyridine-sensitive voltage-gated-L-Calcium chan-
nels appear to be involved (Morgado-Valle et al., 1998).
ELFMF stimulation represents an interesting ap-
proach to experimentally inducing cell differentiation,
especially since it is a “noninvasive” procedure. In spite
of the model’s simplicity, there are currently no studies on
the morphological aspects of the differentiation process in
these cells. The purpose of this study was to compare the
NGF and ELFMF stimulation effects on chromaffin cells
in terms of cell and ultrastructural morphelogy in order to
get a future basis for understanding how these morphologi-
cal changes might reflect certain physiological differ-
ences,

MATERIALS AND METHODS
Primary Cultures of Chromaffin Cells

Adrenal medulla cells were taken from Wistar rats
(1-3 days old). These cells were prepared following the
procedure described by Unsicker et al. (1978) The
adrenal medulla fragments were collected in a calcium-
free, Spinner’s saline solution (Sigma, St. Louis, MO)
supplemented with bovine serum albumin (Sigma). Cells
were enzymatically dissociated with Spinner’s satine
solution having 2 mg/ml of collagenase (Worthington,
Type 1, Freehold, NJ) and 15 mg/ml of deoxiribonuclease
I {Sigma, Type II) for 45 minutes at 37°C with moderate
continuous stirring. The tissue was mechanically spread
with a Pasteur pipette and the ceil suspension was
centrifuged at 100 g, at 20°C for 10 minutes. Dissociated
adrenal medulla cells were suspended in a Dulbecco
modified Eagle culture medium (DMEM, Gibco, Grand
[sland, NY) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Gibco), 4.5 mg/mi of insulin (Sigma), 100 U/ml of
penicillin (Sigma), 100 mg/ml of streptomycin (Sigma),
and 2.5 mg/ml of fungizone (Gibco). Cell viability was
90% as determined by the irypane blue exclusion method,
Cells were grown for 7 days with a 5% CQ; - 95% air
mix, at 37°C, and the culture medium was replaced every
4 days. One portion of the cells were grown in inverted

Beem capsules for transmission electron microscopy. The
rest of cells were grown on glass coverslip fragments
coated with polylysin (20 mg/ml) for histology and
scanning electron microscopy studies. Cells were grown
on 35-mm Petri dishes.

Experimental Groups

Four groups of cells were prepared as: rat chromaf-
fin cells recently dissociated (Group 1); culture of rat
chromaffin cells without any stimulation (Group II or
baseline); chromaffin cells cultured in the presence of 50
ng/ml of NGF (Group III or NGF); and finally rat
chromaffin cells exposed to ELFMF stimulation (Group
IV or ELFMF).

Primary chromaffin cell cultures were exposed to
extremely low frequency magnetic fields as described by
Bassen et al. (1992) following the results derived by
Drucker-Colin et al. (1994). Cultures were placed be-
tween two coils, which were separated from each other at
a distance of 21 cm. The coils were placed dorsally and
ventrally to the culture dishes, so that the low frequency
magnetic fields were perpendicular to the cell monolayer
base. Under these conditions, cells were exposed to a 7
Gauss or 0.7m Teslas (60 mA) for 4 hours every day (2
hours in the morning and 2 hours in the afternoon)
beginning on the second day of culture for 7 days. The
coils consisted of a pair of 6 cm x 10 cm Helmbholiz coils.
The coils emitted sine waves which were monitored
through a Hewlett Packard 1201 oscilloscope.

Light Microscopy

One set of cells grown on glass coverslip fragments
were fixed with a 4% formaldehyde solution buffered
with 0.1 M phosphate to a 7.4 pH for 4 hours, at room
temperature. Cells were washed with the same buffer for
2 hours to be stained with the Gross-Bieloschowski
technique {Sheehan and Hrapchak, 1980) and examined
under a Leitz transmission light microscope.

Fig. 1. Photomicrograph of chromaffin cells obtained from rat
adrenal medulla. A: Chromaffin cells recently obtained, where
all cells appear round with centrally located nucleus and a
coarsely granular cytoplasm. One-micron-thick section stained
with toluidine blue (120x). B: Chromaffin cell cultured for 7
days in basal culture medium where cells show a neurite
extension (arrow). Bielchowsky’s stain (300x). C: Chromaffin
cell cultured for 7 days in presence of nerve growth factor
(NGF), where the cells show neuritic extensions in a somewhat
randomly distributed pattern and in curvilinear appearance
(arrow). Bielchowsky's stain (120x). D: Chromaffin cell cul-
tured for 7 days subjected to extremely low frequency magnetic
ficlds (ELFMF) which show straight neuritic extensions in
several directions (arrows) Bielchowsky’s stain (47x).
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Scanning Electron Microscopy

One set of cells grown on glass coverslip fragments
were rapidly washed with a 0.1 M sodium cuacodylate
buffer to a 7.4 pH and fixed for 2 hours in a glutaralde-
hyde (2.5%), paraformaldehyde (1%), and tannic acid
(0.1%) solution diluted with 0.1 M sodium cacodylate
buffer to a 7.4 pH. They were postfixed in a4 sodium
cacodylate-1% osmium tetroxide solution for 1 hour and
dehydrated in graded changes of ethanol. Preparations
were dried to a critical point with CO,, covered with
ionized gold and examined with a JEOL JSM-5300
scanning electron microscope.

Transmission Electron Microscopy

Cells grown in Beem capsules were washed on the
seventh day with a 0.1 M sodium cacodylate buffer
solution and fixed in a glutaraldehyde (2.5%), paraformal-
dehyde (1%}, and tannic acid (0.1%) solution diluted with
0.1 M sodium cacodylate buffer to a 7.4 pH. Samples
were postfixed with a cacodylate buffered-1% osmium
tetroxide solution for 1 hour and dehydrated in graded
changes of ethanol and embedded in araldite (Poly-
sciences Inc., Warrington, PA). With a Porter Blum MT-1
(Sorvall, Wilmington, DE} ultramicrotome, 1-mm- thick
scctions were obtained and collected on glass slides
which were stained with toluidine blue and basic fucsine
to select those areas where thin sections would be taken
from. From these areas, 60-nm-thick sections were ob-
tained with the same ultramicrotome. These sections were
collected on copper grids, contrasted with lead citrate
(Merck, Darmstadt, Germany) and urany! acetate (Merck),
and examined under a Zeiss EM-906 transmission elec-
tron microscope.

RESULTS
Group I

With the light microscope, cells recently obtained
and enzymatically dissociated were seen as polyhedral
cells, with a spherical, eccentric nucleus, well-defined
nuclear membrane, finely granular chromatin, and an
apparent nucleolus (Figs.1A and 3A). Cytoplasm was
seen as finely granular with some vacuole formation (Fig.
1A). No neuritic extensions were identified in the vast
majority of cells. The scanning electron microscope
corroborated the existence of cells, mostly ovoid or
spherical in shape. Some of these showed one or two
short extensions. The transmission electron microscope
showed a single ovoid nucleus, with moderately con-
densed heterochromatin and a single nucleolus in the
nucleoplasm (Fig. 3A). Some nuclear pores were identi-
fied in the perinuclear cisternae and continuity was seen
with some endoplasmic reticulum cisternae. A well-
developed Golgi apparatus was identified in the cyto-

plasm along with numerous profiles of granular and
smoath endoplasmic reticulum, some neurosecretory-like
granules, free ribosomes, mitochondria, clear vesicles,
and lysosomes. The cell membrane was clearly defined in
close relationship to other neighboring chromaffin cells
(Fig. 3 A).

Group 11

Histology images of primary adrenal medulla cells
grown under baseline conditions and stained with the
Gros-Bieloschowski technique showed two types of
chromaffin cells. Some with a structure totally similar 1o
the in situ adrenal medulla cells (Millar and Unsicker,
1981) and others with an ovoid nucleus having homoge-
neous chromatin and finely granular cytoplasm with
well-defined plasma membrane and very few neuritic
extensions (Fig.1B). Under the scanning electron micro-
scope, spherical and ovoid cells were seen. Some of them
had neurites with characteristic varicose formations (Fig.
2A). Under the transmission electron microscope, cells
grown under baseline conditions showed an ovoid nucleus
limited by the perinuclear cisternae with a moderate
amount of nuclear pores, heterochromatin spread in
coarse clusters over the nucleoplasm, and a very promi-
nent nucleolus, Few organelles and neurosecretory-like
electron-dense granules were identified in the cytoplasm,
with a moderate amount of intermediate filaments and a
few neurotubules (Fig. 3B). Some varicosities were seen
in various neurites which disclosed growth cones at their
ends. These varicosities contained scarce organelles and
free ribosomes.

Group 111

In this group, the Gross-Bieloschowski technique
revealed several spherical or ovoid chromaffin cells
similar to those seen in Group I, and numerous ovoid cells
with fong neuritic, irregular extensions which gave themr
the configuration as monopolar, bipolar, or multipola:
cells (Fig. 1C). Some growth cones with filopodi:
formation and spaced varicosities were identified in the
neurites. With the scanning electron microscope, neurite:
were seen to have irregular paths, varicose formations
and terminal extensions similar to growth cones. Somu
neurites were seen as shunting, with a curve line path ant
spaced out varicosities (Fig. 2B and C). The transmissio
electron microscope revealed that cells grown in th
presence of NGF had one or several cytoplasm extension
containing various intermediate filaments and few micro
tubuies. Mitochondna, lysosomes, few neurosecretory
like granules and endoplasmic reticulum elements, tc
gether with clear lipoid vesicles were identified in thes
neurites (Fig. 3C). The cell body showed various mitc
chondria, multivesicular bodies, intermediate filament:



Fig. 2. Chromaftin cells examined under the scanning electron
microscope. A: Chromalfin cells with long neuritic extensions
(arrow) maintained for 7 days stimulated by NGF (350x). B:
Preparation of chromaflin cells cullured for 7 days and sub-
jected 10 ELEM showing neuritic extensions with varicosities
(arrow: 1.500x). C: Chromaflin cells cultured Tor 7 days in

presence of NGF showing curvilinear appearance of the neuritic
extensions with some varicosities {arrows; 1,.500x). D: Chromal-
fin cells cultured for 7 days and subjected (0 ELFMF where the
neuritic exlensions appear straight with several varicositics in
them (arrows; 750x).
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few microtubules, a moderate amount of cisterns with
smooth endoplasmic reticulum profiles, and free ribo-
somes and polyribosomes (Fig.4— C). Few Golgi struc-
tures and a small amount of neurosecretory-like mem-
brane-limited granules, 80 to 100 nm in diameter, with an
electron-dense core were observed. The nucleus showed
membrane thickening because of increased density of the
intranuclear material adjacent to the internal nuclear
membrane (Figs. 3C; 4A,-C), moderate amount of nuclear
pores and moderate amount of heterochromatin immersed
in the nuclear sap where a prominent nucleclus was
usually identified (Fig. 3C). In the ends of several
neurites, cytoplasmic extensions were seen with an image
morphologically similar to growth cones, conic in shape
with some filopodia (Fig. 5A- D). Their cytoplasm
contained endoplasmic reticulum cisternae, numerous
clear vesicles of variable diameters, mitochondria, lyso-
somes, few electron-dense granules, large amount of
intermediate filaments, and few microtubules.

sroup 1V

ELFMF-stimulated cells grown and stained with
the Gross-Bieloschowski technique were mostly of an
ovoid or fusiform soma, 8 to 12 mm of largest diameter,
with cytoplasm extensions showing varicosities tn their
path (Fig. 1D). Some of these neurites ended in structures
similar to growth cones. Spherical or ovoid cells were
also seen with no cytoplasmic extensions, a central
nucleus, and finely granular cytoplasm. Under the scan-
ning electron microscope, both cell populations were
identified. It was seen that cytoplasm extensions in
differentiated cells were lincar, straight, and branched
with varicosities in their path and terminal endings

Fig. 3. Low magnification of transmission electron micro-
graphs of cultured chromaffin cells. A: Recently obtained
chromaflin cells from rat adrenal medulla where they appear
ovoid or round with a large nucleus, prominent nucleolus, clear
cytoplasm with various types or organelles including mitochon-
dria and some neurosecretory-like granules (2,156x). B: Part of
a chromaffin cell cultured for 7 days in basal culture medium
showing some electron-dense neurosecretory-like granules (ar-
row), mitochondria, and some lysosomes (3,597x). C: Chromaf-
fin cells cultured for 7 days in presence of NGF where the most
prominent feature is represented by the electron-dense zone just
beneath the nuclear envelope (arrows), and some lysosomes,
mitochondria, cytoplasmic vacuoles, and neuritic extensions
(1,293x). D: Chromaffin cells cultured for 7 days subjected to
ELFMF where in the soma a round nucleus is observed with its
normal appearance (N), along with mitochondria, neurosecre-
tory-like granules (arrow), endoplasmic reticulum profiles, and
a well-defined cytoplasmic membrane. In the rest of the
photograph there appears some straight cytoplasmic processes
oriented in different directions (3,597x).
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similar to growth cones (Fig. 2D). With the transmission
electron microscope, cells with neurites showed an ovoid
nucleus, well-defined perinuclear cisternae, no condensa-
tions, a moderate amount of nuclear pores (Figs. 6B and
8A), heterochromatin spread in coarse clumps across the
nucleoplasm, and a prominent nucleolus. Cytoplasm in
these cells showed numerous mitochondria, lysosomes,
several endoplasmic reticulum elements, both smooth
and granulated, few intermediate filaments, and numer-
ous neurotubules (Fig. 7C). Furthermore, some neurose-
cretory-like granules, clear vessicles, 50 to 60 nm in
diameter, free ribosomes and polyribosomes were also
identified (Figs. 3D and 6A). Neuritic extensions parlicu-
larly showed numerous microtubules and few microfila-
ments or intermediate filaments (Fig. 7A and B) or
intermediate strings. In the varicose region, some mito-
chondria, ribosomes, and clear vesicles were also identi-
fied (Fig.7A). Cytoplasm extensions were seen on the
ends of certain neurites with thin, short exlensions
corresponding to filopodia. These extensions had numer-
ous clear vesicles of variable diameters (50 to 100 nm),
some mitochondria, few intermediate filaments, and a
moderate amount of microtubules, a structure correspond-
ing to growth cones (Fig. 8B-D). Spherical or ovoid cells,
with no neuritic extensions, had numerous organelles
such as mitochondria, lysosomes, neurosecretory-like
granules, Golgi stnictures, and components of the smooth
and granulated endoplasmic reticulum, as well as a few
cytoskeletal elements. The nucleus of these cells was
ovoid in shape, with well-defined perinuclear cisternae,
prominent nucleolus, and heterochromatin clumps within
the nucleoplasm.

DISCUSSION

In this paper, the morphological characteristics, at
an histological and ultrastructural level of adrenal me-
dulla chromaffin cells of newborn rats, grown under basal
conditions for 7 days, in the presence of NGF or
stimulated by ELFMF, are described. These findings are
compared to morphological characteristics of chromatfin
cells obtained and dissociated from newborn animals.
When the adrenal medulla isolated from neonatal rats is
dissociated and cultured, one can observe chromaffin
cells of different types. It has been reported that chromaf-
fin cells are round and ovoid at plating and become
partially polygonal after a few days in culture (Ogawa et
al., 1986) and about 10-15% of them elicit processes
within one week of culture (Drucker-Colin et al., {994;
Herman et al., 1992; Livett, 1984). On the other hand, in
the presence of NGF, there is a great increase in the
amount of endoplasmic reticulum and mitochondria con-
comitant with increases in Golgi apparatus and microtu-
bules (Ogawa et al,, 1986). These observations are similar



Fig. 4. Electron micrographs of chromaffin cells cultured for 7
days in presence of NGF where the most striking feature is the
electron-dense appearance of the nuclear envelope, apparently
due to a vondensation of material just bencath the internal
nuclear membrane. Vacuoles, mitochondria, and few neurosecre-

tory-like granules are seen into the cytoplasm. Neuritic exten-
sions are clearly scen where several neurofilaments are present
in these processes (asterisk in C). Az (6,000x), B: (1,670x), and

C:

16.000x).



Fig. 5. Inthe course of the neuritic extensions of the chromaffin
cells cuitured in presence of NGF appear the typical structure of
growth cones represented by cytoplasmic distensions contain-
ing vacuoles (V in B and D), some mitochondria, smooth-
surfaced cisternae, and some neurosecretory-like granules (ar-

rows in B and C). Few filopodia are seen in one of the growth
cones (F in B and D). Note the presence of large amount of
intermediate filaments into these neuritic extensions, the growth
cones and the filopodia (asterisks in A and C). A: (4,646x),
B: (4,646x), C: (10,000x), and D: {(10,000x).



Fig. 6. Electron micrographs of medulla chremaffin cells and
subjected to ELFMF. The normal appearance of the nucleus (N)
is evident, and the cytoplasm displays the typical organelles of
these cells including mitochondria, free ribosomes, polyribo-

somes, endoplasmic reticulum profiles (ER), microtubules, and
some neurosecretory-like granules (arrow in A). A: (16,700x)
and B: (21,560x).



Fig. 7. Electron micrographs of neuritic extensions and cyto-
plasmic matrix of chromaffin cells cultured for 7 days subjected
to ELFMF. A: Neuritic exiension with some varicosities showing
numerous microtubules into the cytoplasm along (arrows) with
some vacuoles (V) and mitochondria (16,700x) into the varicosi-
tics. B: Low magnification showing various intermingled

neuritic extensions with numerous microtubules into their
cytoplasm (arrows; 4,646x). C: Portion of a nucteus in one of
these chromaffin cells where nuclear pores in tangential sec-
tions are clearly discerned (arrows); in the cytoplasm neurose-
cretory-like granules, vesicles, endoplasmic reticulum profiles,
and numercus microtubules are clearly observed (16,000x).
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10 our cultures of chromaffin cells differentiated with
NGF, but some differences are observed in cultures
cxposed to ELFMF. In the latter case, the cytoskeleton is
more numerous in neurotubules than in microtubules.
This characteristic has been observed in the neuritic
extensions of neurons. Matus (1990) proposes that a
microtubute assembly is essential for the maintenance of
the radial axon and dendrite structure. Microtubule asso-
ciated proteins (MAPs) are directly related to these
functions, promoting polymerization of tubulin and par-
ticipating in chaining microtubules in neuritic extensions.
Early type MAPs are related to the formation and growth
of neuritic extenstons to create future dendrites or axons,
while late type MAPs are involved in stabilizing and
preserving already created dendrites and axons (Matus,
1990).

Adrenal medulla chromaffin cells have been known
to be susceptible to phenotypic changes under the effect
of several stimuli. The most interesting change is the
appearance of neurites growing from cytoplasmic projec-
tions in these cells or growth cones present in those
extensions. This would be indicative of their neuronal
phenotype. Very little is known about the ultrastructure of
these neuritic extensions in chromaffin cells in culture
and even less is known about the association of these
changes to the nature of stimuli inducing differentiation
in these chromaffin cells. Most reports on transformed
adrenal cells have used the pheochromocitoma or PC-12
cells. When growing PC-12 line cells, two populations
have been identified, the first population having a spheri-
cal phenotype and a morphology very similar to what is
observed in normal recently obtained dissociated adrenal
medulla cells, the second population having a neuronal
phenotype, which in spite of not having a consistent
morphology, shows neuritic extensions with a moderate
amount of intermediate filaments and microtubules, vari-

Fig. 8. Eleciron micrographs of chromaffin cells cultured for 7
days and subjected to ELFMF. A: Portion of a chromaffin cell
where numerous nuclear pores {(arrows) are discerned in the
nuclear envelope; in the cytoplasm some mitochondria (m)
along with free ribosomes, granular endoplasmic (NE) reticu-
lum, and intermediate filaments (asterisk), are observed (4,646x).
B: Neuritic extensions where the most striking feature is the
presence of microtubules in their cytoplasmic matrix (arrow;
4,646x). C: A growth cone is seen in one neuritic extension,
showing its typical structure, with neurotubules (arrow), vacu-
oles (V), and finely granular material (10,000x). D: Portion of a
chromaffin cell showing part of its nucleus and cytoplasm
containing some mitochondria, vacuoles, and free ribosomes. A
cytoplasmic extension of a neurite is seen in close contact with
a chromaffin cell (NU). This extension shows electron-dense
neurosecretory-like granules, microtubules, and some microfila-
ments {10,000x).
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cosities in their extensions, and some growth cones on the
distal potion of their cell processes (Lal et al, 1995).
Edgar et al. (1979) reported certain morphological find-
ings in PC-12 cells, such as the formation of fibers
associated with choline acetyl transferase activity. Notter
et al. (1989) observed in chromaffin cells grown together
with glioma Ce cells that microtubules predominated over
neurofilaments in neurites stemming directly from the
soma.

Some studies have shown that chromaffin cells,
when grown in the presence of NGF, increase their
calcium exchange and enhance cell survival and develop-
ment (Nikodijevic and Guroff, 1991).

An carlier study (Drucker-Colin et al., 1994), with
the use of light microscopy techniques, showed that
cultured chromaffin cells, subjected to both kinds of
stimuli (NGF or ELFMF), are differentiated by issuing
numerous neuritic extensions. In this study, those findings
are confirmed and supplemented by showing that cells
grown in the presence of NGF show neurites of irregular
paths, while cells grown and stimulated by ELFMF show
straighter, more rigid neuritic extensions and when seen
under the transmission electron microscope, a prevalence
of intermediate filaments or microtubules, respectively, is
observed. It could be that in the case of ELFMF
stimulation, part of the structural changes are associated
with calcium cell entrance processes, since when block-
ing the L-Ca?* channels with nifedipine, no ELFMF-
induced differentiation was observed, which is not the
case for NGF, while N-calcium channel blockers did not
prevent differentiation (Morgade-Valle et al.,, 1998). In
view of the above observations, it may be worth determin-
ing whether L-Ca?* channels are in any way related to the
preferential assembly of microtubules over the intermedi-
ate filaments during chromaffin cell neural differentiation.

The changes presented in this study may be signifi-
cant. Cells stimulated with ELFMF may be subjected to
changes in the sites of cell calcium entrance as suggested
by Conti et al. {1985) and shown by Morgado-Valle et al.
(1998), without overlooking the fact that one should
consider the cell cycle stage where chromaffin cells are
found at the time of stimulation and the intensity of the
magnetic fields applied (Walleczek and Budinger, 1992).

In sum, this study shows that both NGF and
ELFMF stimulation induced necural differentiation in
adrenal medulla chromaffin cells of newborn rats, mainly
characterized by the formation of neuritic extensions, the
presence of growth cones, and the appearance of varicosi-
ties in the neurites showing a structure similar to that seen
in monoaminergic fibers (Hokfelt, 1974). Support for this
latter observation is additionally found in previous stud-
ies where these cells have been shown to be TH-positive
{Drucker-Colin et al., 1994; Morgado-Valle et al., 1998).
When studying both groups of cultured cells under the
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transmission electron microscope, cells grown n the
presence of NGF showed a clear preferential growth of
intermediate filaments and irregularly shaped ncurites
with grossly wavy patterns. In contrast, in cells cultured
under ELFMF, microtubules predominate in neurites
which show straighter and more rigid images. In both
types of cultures, growth cones, filopodia at neurite ends,
and varicosities on their paths were observed. Distorted
granules typical of NA cells, with highly electron-dense
masses eccentrically placed within distended limiting
membranes, are seen in all types of cultures presented in
this paper. The presence of these neurosecretory-like
granules in neural extensions and growth cones would
additionally be indicative of neuronal-like sympathetic
neurons (Grillo, 1966).

Experiments are now underway attempting to de-
fine whether these ultrastructural findings have any
specific biologic functions which could characterize
chromaffin cells grown and stimulated under different
conditions.
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