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RESUllEN. 

Se ha propuesto que la aplicaci6n de glucocorticoides durante -
las primeras etapas del desarrollo de las células neurales en culti
vo de embri6n de pollo, acelera su maduraci6n, lo que se manifiesta 
con la aparición temprana en estas células de potenciales de membra
na similares a los de las células no tratadas de mayor edad. Este -
trabajo tuvo por objeto analizar el desarrollo de las propiedades e
léctricas pasivas en las células neurales en cultivo y la acción de 
los p,lucocorticoides sobre ellas, además la relación entre la conce~ 
tración externa de potasio, \K+\e y los valores del potencial de m~ 
br~na. Se utilizaron cultivos de células nerviosas disociadas de em
br'ia~ de pollo de 7 dias de desarrollo los ci.ue se seguían durante 12 
dtas. A algunos de estos cultivos se les aplicaba, a las 24 horas de 
iniciados una dosis única (2 µg/ml) de corticosterona. En el m0J11ento 
del registro se sustituía la soluci6n normal de Hanlcs (5.4 mM de K+) 
por soluciones con diferente \K+\ (2.7, 10.8, 40 y 100 ntl). En estas 
condiciones se determinaban los valores de Fl!I desde el 3o. hasta el 
120. día. Los resultados más importantes fueron los siguientes: a)El 
Ril de las células neurales en cultivo aumenta en forma progresiva d~ 
rante el desarrollo; b) el PM de las células neurales en cultivo de
pende de la \K+\ede acuerdo con lo aue se describe en la ecuación -
de Goldman; c) durante el desarrollo cambia la relación PN/PK; d)P~ 
ra una determinada edad, las células pretratadas con corticoides, -
tienen una relación PNa/PK menor que la de las células control. Por 
otra parte se determinaron los valores de la resistencia, la capaci
tancia y la constante de tiemro de la membrana. Se pudo ccrnprobar. o.ue 
todos estos valores cambian durante el desarrollo y que las células 
tratadas con corticoides alcanzan los valores finales de estas medi
das antes que las células control. Estos resultados sugieren que los 
corticoides aceleran la diferenciaci6n de las células neurales en -
cultivo, en particular los procesos involucrados en la aparici6n de 
las propiedades eléctricas pasivas estudiadas. 
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INTRODUCCION. 

l.- Cultivo de Tejidos 

Desde que en 1906, Ross Granville Harrison realizó el famoso ex
perimento que la llevó a obtener crecimiento neural in vitro, los -
avances en esta área han·sido impresionantes. Esta investigadora co
locó en un medio de cultivo la delgada capa de un corte transversal-
de médula espinal de rana y después de varios días de mantenerla en-
condiciones asépticas observó que había habido crecimiento neural en 
su cultivo (Ilarrison, 1906 - 1907, 1910, 1912). A partir de entonces 
Wla larga lista de autores se ha dedicado a aprender y mejorar lo -
que más tarde, Alexis Carrel (1914) llamó la técnica de cultivo de t!:_ 
jidos, la cual consiste en la implantación de pequeños fragmentos de 
tejido y el crecimiento de células a partir de ellos (Parker, 1938; --
\'.'hite, 1954). 

Otra de las grandes enseñanzas que nos dejó !larrison fue la idea 
de que es posible lograr cultivos en un medio nutricio que imite al-
que tienen las células in vivo. Con esta base, Carrel en 1923, logró 
conservar por largo tiempo un cultivo de células cardiacas de embrión 
de pollo de 7 dias de desarrollo. Este avance se realizó p,racias a-
que el investigador hizo transplantes sucesivos de frasco en frasco-
(que él mismo llamó raza celular) los que mantuvo con extractos de 
plasma y coágulos de sangre de pollo. 

Con el desarrollo de las células L y HeLa en 1940, empezó una 
nueva era en los cultivos celulares, ya que con estos tipos celulares 
se logró la obtención de cultivos cuya principal característica es la 
de permitir la obtención de una población celular a partir de una si~ 
ple célula, los llamados clonos (Fedoroff, 1977). 

Es un hecho bien establecido que uno de los principales papeles 
del .suero en el cultivo de tejidos es el de pr0veer a las células de 
las honnonas necesarias para su crecimiento, aunque también se ha lo· 
grado el crecimiento celular en ausencia de estas sustanc'ias (Evans y 
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cols., 1956; Takaoka y Katsuta, 1971). Los cultivos así logrados han 
mostrado alteraciones en el crecimiento (Schubert y cols., 1971), la 
diferenciación o el funcionamiento in vitro (Peacock y cols., 1973). 

Además de las honnonas indispensables para la supervivencia de -
un cultivo celular, es necesario considerar a los iones y a las dive!_ 
sas sustancias insustituibles para la misma. Así, se sabe que el pot!!_ 
sic es un regulador metabólico fundamental en el cultivo de las célu
las nerviosas y cardíacas (DeHaan, 1967, 1970; Scott y Fischer, 1970; 
Lasher y Zagon, 1971; Scott, 1972); la glucosa es indispensable en el 
proceso de mielinización neural (Barth y Barth, 1972), etc, 

Con base en estos conocimientos se han realizado experimentos in 
vitro en los que el medio de cultivo carece de suero, el cual fue su!?_ 
tituido por honnonas y otras sustancias necesarias para el crecimien
to (Mather y Sato, 1971; Waymonth, 1971; Bloom y Black, 1979) como i!!_ 
sulina, transferina, progesterona,tiroxina, factor de crecimiento ne!! 
ral y factor glial. En estas condiciones se han puesto de manifiesto 
los distintos papeles que cada uno de ellos juega en los procesos de 
crecimiento y diferenciación celular, 

Hasta hace poco tiempo se tenía la idea de que no se podría lo
grar la obtención de cultivos de neuronas disociadas, en fonna pura. 
Sin embargo, fue posible obtenerlos a ~artir de algunos experimentos 
en los que se puso de manifiesto el papel del factor de crecimiento -
neural (F.C.N.) en el desarrollo del sistema nervioso central (Varen 
y Rainborn, 1971; Jaros y cols., 1975; Sensenbrenner y cols., 1979), 
aun cuando sigue habiendo una seria dificultad en lograr que la sobr~ 
vida del cultivo se mantenga en t:onna pura por más de dos semanas. 

En cultivos de células nerviosas del ganglio de la raíz dorsal -
del embrión de pollo (Roisen y cols., 1972), de cerebro de rata fetal 
(Shapiro, 1973) y del cerebro de ratón (Hass y cols., 1972), se ha· 
mostrado la fonnación de neuritas desrués de un tratamiento con ~1P
ciclico, efecto similar al que tiene el tratamiento con F.C.N. De -
ahi que se proponga que el efecto del F.C.N. está mediado por el Af,1P-
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cíclico (Prasad, 1977), y que éste tenga también una posible particiEa 
ción en la transcripci6n del crecimiento de neuritas (Greene y cols., 
1980). 

El sistema nervioso in situ tiene una gran heterogeneidad celu
lar lo que dificulta casi cualquier tipo de estudio. De ahí la imrior
tancia que ha tenido el avance de la técnica de cultivo de tejidos in 
vitro, sobre todo de células neurales (Varon, 1971). 

El proceso de diferenciaci6n neural implica diversos pasos aue -
incluyen: la inducción, la migraci6n y la expresión de funciones dif~ 
renciadas por parte de la neurona (Prasad, 1977). Para estudiar el -
proceso de diferenciación, se han utilizado diversas técnicas y tipos 
celulares que dependen de los aspectos fundamentales que se quiera r~ 
saltar. Por ejemplo, el uso de líneas clonales de tunores del sistema 
nervioso ha servido como modelo de diferenciación de células neurales 
y gliales (Rosenberg, 1973). Las líneas del neuroblastoma C1300 de r! 
tón muestran muchas características diferenciadas de las neuronas (A
mano y cols., 1971; ~lurphy y cols., 1975; Nelson, 1977) como son, por 
ejemplo, la aparición de potenciales de acción en respuesta a estímu
los despolarizantes (Nelson, 1977), la formación de sinapsis en pre
sencia de células musculares cultivadas (Harris y col., 1971), etc. 

Otro proceso importante asociado con la diferenciación neuronal 
es la sinaptogénesis, la cual puede ocurrir casi en cualauier tipo de 
cultivo que se emplee; al utilizar explantes intactos de tejidos em
brionarios del sistema nervioso central,se tiene un modelo para estu
diar las sinapsis con una actividad bioeléctrica reproducible y con -
una sensibilidad fannacológica característica (Crain, 1976). Los es
tudios electrofisiológicos de los explantes de cordón nervioso de r! 
ta, pollo u hombre, son Wta clara evidencia de que las células nervi~ 
sas en cultivo pueden mantener, in vitro, por meses, no sólo la capa
cidad de propagación de los impulsos a lo largo de sus neuritas sino 
también un alto grado de organización funcional semejante al de una -
red sináptica del sistema nervioso central (Crain y Peterson, 1963, -
1964). 
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La mielinización es otro aspecto que ha sido estudiado de la di
ferenciación neuronal. Al observar células nrutantes de cerebelo de r!!_ 
tones recién nacidos y compararlos con el cerebelo de animales nonna
les, Wolf (1977) propuso un modelo de proceso de mielinización. Miche, 
Ponde y Mandel (en prensa) no detectaron la presencia de mielina en -
cultivos de embrión de pollo de 7 días de desarrollo, en tanto que -
Wood y Bunge (1975) encontraron células de Schwann y células G en el 
mismo tipo de cultivo. La capacidad de neurosecreción de las células 
en cultivo se ha puesto de manifiesto por medio de estudios bioquúni
cos· y farmacológicos. Así, la vasopresina fue la primera neurosecre-
ción que se demostró en un cultivo celular (revisión de Pearson, 1977) 
Más tarde, se comprobó en células nerviosas cultivadas de embrión de 
pollo la presencia de alglDlos neurotransmisores como la acetilcolina 
y las catecolaminas (Sensenbrenner, 1977; Ebel y Miche, 1974), asi -
como la liberación de GABA de las células gliales de cerebro de cone
jo adulto mantenidas en cultivo (Henn y Hamberger, 1971), etc. 

II.- Efecto de los glucocorticoides en el 
sistema nervioso central. 

En 1885 Addison describió las manifestaciones clínicas que acom
par1an a la insuficiencia adrenocortical. A partir de esa fecha se ha 
obtenido gran número de evidencias ac~rca del papel que desempefian -
las honnonas suprarrenales en el funcionamiento del organismo. Son -
notables los avances que se han logrado en el diagnóstico y el trat~ 
miento de problemas relacionados con el hiperfuncionamiento y el hi
pofuncionamiento de la corteza suprarrenal, aunque esto no significa 
que se haya llegado a la comprensión de los mecanismos íiltimos de a
cción de sus hormonas. Del gran ntinero de honnonas producido por la 
corteza suprarrenal, son las glucocorticoideas a las que nos referi
remos en este trabajo. De ellas, se sabe que incrementan el catabo
lismo de las proteinas, que influyen en la glucogénesis y en la glu
coneogénesis hepática, que producen hiperglicemia e inhiben la seer~ 
ción de la hormona adreno-corticotrófica (HACf), que favorecen la r~ 
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sistencia al estrés, que intervienen en los procesos antinflamatorios 
y antialérgicos y que tienen, además, una acción pennisiva para la ac 
éión de otras honnonas como el glucagon y las catecolaminas. 

Los síntomas psicológicos y neurológicos (cambios en la excitab.!, 
lidad neuronal, cambios en la frecuencia basal del electroencefalogr!!_ 
ma, etc.) que se presentan en las enfennedades generadas por el exce
so o por la deficiencia de glucocorticoides, muestran que hay una es
trecha relación entre el funcionamiento del SNC y la concentración de 
estas honnonas en el organismo. Por tanto es fácil imaginar que estos 
esteroides desempeñan su papel en el organismo desde el momento en el 
que se inicia el desarrollo del sistema nervioso. 

Para estudiar los mecanismos de acción de los corticoides en el 
proceso del desarrollo y la diferenciación celular se han utilizado -
diversos métodos y objetos de estudios, entre los que se puede citar 
a: a) las estructuras en desarrollo; b) los organismos neonatos; c) -
las células de órganos en cultivo. Los resultados obtenidos dependen 
de la concentración y de la clase de glucocorticoides utilizadas, del 
tipo celular y del grado de desarrollo de la estructura en el momento 
de la aplicación. 

a)- Efecto de los glucocorticoides en el desarrollo 
prenatal. 

Es notable el avance que han tenido la prevención y el tratamien 
to de los pacientes con sindrane de insuficiencia respiratoria idiop!_ 
tica (SIRI) a partir de la aplicación a mujeres durante las altimas -
etapas del embarazo, de dosis terapeaticas de cortisol ~1otoyama y -
cols., 1971; Liggins y cols., 1972). En diversas especies de mamífe
ros se ha demostrado que los corticoides provocan la aceleraci6n del 
desarrollo fetal de los neunocitos II, los que inducen la maduraci6n 
de los procesos enzimáticos (Kotas y Avery, 1971; Ballard y Ballard, 
1972; Liggins y cols., 1972). 

Al tratar a 1111jeres con problemas de fertilidad con dosis altas 
de cortisol, Reinisch y cols., (1978) observaron que si las pacientes 
se embarazaban y continuaban con el tratamiento del esteroide, sus -
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productos nacían con un peso corporal por debajo del nonnal. Se ha -
comprobado que hay una reducción en el contenido de proteínas y lipi
dos cerebrales de ratas recién nacidas, cuyas madres fueron tratadas 
con prednisona durante la gestación (Romano y cols., 1977), 

b)- Efecto de los glucocorticoides en organismos 
neonatos. 

La aplicación de dosis fannacológicas bajas de glucocorticoides 
a animales inmaduros puso de manifiesto una inhibición del crecimien
to somático (Ingle, 1941; Winter y cols., 1950; Laron y cols., 1968) 
y un balance nitrogenado negativo (Loeb, 1976). 

Los efectos cerebrales que producen los glucocorticoides en los 
animales neonatos, han mostrado se sobre todo inhibitorios. Así, G~ 
binas (1973) observó que al aplicar estas honnonas a animales neona
os~ había un deterioro en la mielinización de las neuronas del encé
falo. Cotterrell y cols,, (1972) y Howard (1975) analizaron los con
tenidos de ADN, gangliósidos y cerebrósidos de animales neonatos de~ 
pués de aplicarles corticosterona y comprobaron que todos ellos se -
encontraban disminuidos. Vernadakis y Woodbury (1962) ya antes había 
medido estos efectos y observaron que se acompañaban de una disminu
ción en el consuno de oxigeno cerebral, Se ha observado que la admi
nistración de glucocorticoides durante el desarrollo del sistema ne~ 
vioso produce cambios importantes que varían de acuerdo con el grado 
de diferenciación de los órganos en el momento de la aplicación de -
la hormona y con el tipo y la dosis de glucocorticoides utilizados -
(De Vellis y cols,, 1978), Abundan los estudios acerca del efecto de 
la aplicación de dosis relativamente altas de glucocorticoides sobre 
el desarrollo posnatal d~l sistema nervioso de rata y ratón. Se ha -
demostrado que en estas circunstancias se produce disminución del n!!_ 
mero de células debido a la inhibición de la mitosis (Howard y Gra· 
noff, 1968; Cotterrell y cols., 1972). Se altera también el proceso 
de mielinización y el desarrollo de dendritas cuando se administran 
corticoides entre el primero y el noveno día de vida postnatal, Sin -
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embargo, se ha observado el efecto opuesto si la achninistración se h!!_ 
ce a los doce días (Oda y Huttenlocher, 1974). También se ha descrito, 
como resultado de la achninistración neonatal de corticoides, la pre
sencia de alteraciones motoras y conductuales (Shapiro, 1968; Salas y 
Shapiro, 1970; Shapiro, 1971). 

Bohn y Lauder (1978) y Bohn y Lauder (1980) observaron que el d~ 
sarrollo del cerebelo se afecta con la achninistración neonatal de cor. 
ticoides. Por otra parte, se ha demostrado que los corticoides aplic!!_ 
dos en periodo neonatal provocan la inducción de enzimas en el siste
ma nervioso central como es el caso de la Na+-K+-ATPasa (Huttenlocher 
y Amemiya, 1978), la tiroxina hidroxilasa (1-larkey y cols., 1982) y la 
glicerol fosfato deshidrogenasa (De Vellis y English, 1968). La bomba 
electrogénica de sodio-potasio también es afectada por los glucocort!_ 
coides cano lo muestran algunos trabajos en músculo esquelético de r!!_ 
ta, en cerebro de ratón adulto, y en cerebro de embrión de pollo in -
vivo (Clausen, 1980; Stástny, 1971; Sadasivudu y cols., 1977). Los -
neurotransmisores son afectados por la achninistración neonatal de gl!! 
cocorticoides a través de la modificación de la triptofano hidroxila
sa (Azmitia y McEwen, 1969; Markey y cols., 1982). La corticosterona 
y la HACI' influyen en la unión de 3H-GABA al cerebro de ratas jóvenes 
(Kendall y cols., 1982). 

También se ha encontrado que los glucocorticoides provocan algu
nos efectos electrofisiológicos. Woodbury y cols., (1949) observaron 
una disminución de la excitabilidad neuronal de ratas, consecutiva a 
la aplicación de dosis elevadas de corticosterona. 

c)- Efecto de los glucocorticoides en órganos 
y células cultivadas. 

Debido a la facilidad de manejo de los cultivos celulares existe 
un gran núnero de resutados acerca del papel de los glucocorticoides 
sobre los procesos de crecimiento y diferenciación celular in vitro. 
Se ha comprobado que en cultivos de animales neonatos, el nt1rnero de -
ramificaciones dendríticas de las neuronas del cerebro aunenta a los 
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pocos días de la aplicación de corticoides, efecto que se revierte más 
tarde (Oda, 1974). Por otro lado, Gordon (1976) y Farroqui (1977) han 
encontrado en un cultivo neuroglia!, un desarrollo precoz de la prolo!!_ 
gaciones celulares de la capa VI del cerebro de rata. Asimismo, las cª
lulas gliales se han encontrado modificadas por la presencia de estas 
hormonas, ya que su aplicación a cultivos gliales provoca un aumento -
en el ntinero de microfilamentos periféricos (Berliner, 1978) y en el -
crecimiento somático (Vernadakis, 1971). 

La diferenciación es otro proceso que se ve muy afectado por la 
presencia de esteroides en cultivo de tejidos. En apoyo de esta pro
posición ~stán los estudios efectuados por Piddington (1967), Moscona 
y cols., (1967, 1968), en la retina de pollo embrionario in vivo y en 
tejidos de explantes en cultivo. Es evidente que en todos los efectos 
sobre el crecimiento y la diferenciación celular subyacen mecanismos 
bioquímicos más o menos bien establecidos y sobre los cuales se consi 
dera que ejercen su acción los distintos tipos de csteroides estudia
dos. 

Asi, al igual que en el organismo integro, las células de la pi
tuitaria mantenidas en cultivo retienen la capacidad de secretar HACI', 
respuesta que es bloqueada por los glucocorticóides (Buonassissi y -
cols. , 1962; Watanabe y cols., 1972) . En fragmentos hipotalámicos in 
vitro, Janes y cols., (1977) observaron un incremento en la unión de 
proteínas inducida por la aplicación de csteroides a fragmentos del -
hipocampo. 

En cultivos de explantes de ganglio simpático cervical se ha COI_!! 

probado el efecto potenciador de los corticoides sobre la acción del 
factor ~e crecimiento neural y la tiroxina hidroxilasa (Pillipson, 
1975;.0tten y cols., 1976,1977). 

d)- Mecanismos de acción de los glucocorticoides. 

Existen dos modelos aceptados en la actualidad sobre el mecanis
mo de acción de las hormonas esteroides en el SNC (McEwen y cols., -
1978), los cuales se basan en los efectos g~nómicos o no genómicos -
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de estas honnonas sobre los fenómenos pre y postsinápicos. Los efectos 
no genánicos implican la acción de la honnona sobre la membrana pre o 
postsináptica donde actt'.ian alterando la penneabilidad de la misma a · 
los neurotransmisores o a sus precursores y el funcionamiento de los 
receptores específicos a esos neurotransmisores. La acción genómica -
se propone como aquélla que alteraría la síntesis de proteínas, las -
cuales despu~s de su transporte axonal o dendrítico participarían en 
los fenómenos pre o postsinápticos (Figura 1 , tomada de He Ewen y co
ls., 1978) 

Como se puede inferir de esta proposición, los efectos no son·
necesariamente excluyentes y pueden operar de manera simultánea alUI -
cuando tengan latencias diferentes. Se considera que los efectos no -
genánicos son de menor latencia (segundos o minutos que los gen6micos 
(minutos u horas). 

SINTESIS DE RNA,PROTEINAS 

-- indirecta 
----· directa 

Figura 1 - F.fecto!I .!0:1ómicos (línea continua) y no 
genómicós'(iíriea discontinua) de las hor. 
monas esteroideas en los eventos pre y • 
postsinápticos (tomada de Me Ewen y cols. 
1978). 
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Diferentes técnicas experimentales han pennitido desarrollar con 
mayor detalle el modelo gen6mico, Así, por ejemplo, ha sido posible -
infundir a organismos in vivó esteroides marcados en ausencia de est~ 
roides endógenos y se les ha localizado en los compartimientos nucle!!_ 
res de las neuronas pero no en la glia. Esto ha facilitado ponnedio -
de autorradiografía, la localización histológica de las células sensi 
bles a estas hormonas (t.forrell y cols., 1975). ~!ediante el uso de la 
misma técnica se sabe que hay gran número de receptores a los gluco
corticoides (Warembourg, 1975; Me Ewen y cols., 1978) en el hipocampo, 
el sept\111 y la amígdala de ratas y que son muy pocas las células sen
sibles a los esteroides en el hipotálamo, el área pre6ptica y la pi-· 
tuitaria (~le Ewen y cols., 1976), 

Una acción muy generalizada de los esteroides en todos los sist~ 
mas donde han tenido repercusión funcional es como inductores enzimá
ticos específicos (11lompson y Lipflllan, 1974), El modelo más aceptado 
actualmente para explicar todos los efectos bioquímicos y fisiológi: 
cos de los glucocorticoides establece que, inicialmente, los esteroi:
des se unen a una proteína receptora citoplasmática, el canplejo pro
teína·esteroide sufre modificaciones y entra hasta el nacleo celular. 
Ya en el nücleo, el esteroide, en asociación con el receptor citopla~ 
mático o después de un intercambio con un receptor nuclear, interac
taa con el ADN. El resultado neto de esta interacción es una altera
ción en la velocidad de síntesis de ciertas especies de ARN. La sínt~ 
sis de ARN ribososmal y de transferencia se altera segiin el tejido, -
lo que también sucede con la velocidad de síntesis del ARN mensajero. 
Estas alteraciones se reflejan en cambios en la velocidad de la sint~ 
sis de protetnas especificas, que se expresan fenotípicamente en el · 
tejido tratado. Este mecanismo permite explicar algunas acciones que 
nuestran los esteroides, tales como las que inducen la síntesis de -
proteinas en algunos tejidos (pulm6n, cerebro, leucocitos, timocitos), 
la inhibición de la síntesis de estas moléculas en otros o en los mi! 
mos tejidos emasculo estriado, timocitos, fibroblastos, etc.) y las -
accones pennisivas sobre algunas honnonas peptídicas y sobre las cat~ 
calaminas en procesos como la lipólisis, la glucogenólisis y la gluc2_ 
g~nesis. 
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Se ha planteado la posibilidad de que1 al igual que sucede con m!!_ 
chas otras hormonas, el mecanismo de acción de los glucocorticoides-
estl mediado por el AMP cíclico (AMPc). Diversos experimentos (Th~ 
son y cols., 1966; Granner y cols., 1968) han mostrado en forma el! 
ra que éste no es el caso y que sólo algunos esteroides mantienen -
cierta interacción con este 1U1cleótido. Asi, por ejemplo, la induc -
ci6n de tiroxina aminotransferasa en cultivo celular de hepatana de-
rata (Pitot, y cols., 1964) se produce tanto por la aplicación de-
glucocorticoides cano por el AMPc, pero los mecanismos inductores y-
las cinéticas implicadas son diferentes (Grossman y cols., 1971). --
Schwartz (1972) observó que estas dos sustancias inducen la sintesis 
de arginina en el pulmón de ratas prenatales, pero que su acción rnm
ca fue aditiva. 

e)- Acciones enzimáticas de los glucocorticoides 
en el sistema nervioso central. 

La lista de los efectos bioquímicos enzin16ticos inducidos por 
los glucocorticoides sobre el tejido nervioso es muy larga, por lo 
.que sólo se mencionarán algunos de los trabajos fundamentales sobre-
el particular. 

Se ha observado inducción enzimática por los glucocorticoides -
tanto en estructuras in vivo como in vitro, así como también en cere
bros de organismos en desarrollo o adultos. Ardelpanu y cols., (1972) 
y Balazs y cols., (1972) reportaron la inhibición de la sintesis de 
Artl inducida por esteroides en cerebros en desarrollo. Otro nucleóti
do que se ve afectado por la aplicación de hidrocortisona, es el ARN 
mensajero especifico que codifica la sintesis de la enzima glutamina 
sintetasa en retina de embri6n de pollo (Schwartz, 1972). De hecho,-
con base en estos resultados ftteron Schwartz (1971) y Chader y.cols., 
(1972) quienes propusieron el modelo de inducción enzimática present! 
do en la sección anterior. 

En células neurales cultivadas se ha observado que los glucocor
ticoides aumentan la actividad de la arilsulfatasa (Farroc¡ui, 1977), 
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TABLA 

... 

EFECTO 

1.- Inhibe la liberaci6n 
de FLC* 

rece e transporte 
de GM\A, 

.- ncrementa a activi
dad de GPIU* • 

• - ncrementa a act v1-
dad de Dl!H*. 

• - ncrementa e recam -
bio de noradrenalina -
dopamina. 

ncrementa la act1vi 
de la tiroxina hidroxi
lasa. 

1 - EFECTOS DE WS GLUCOCORTICOIDES EN EL CEREBRO DE RATAS AOOLTAS. 

(Tomada de Me Ewen y cols., 1979) • 

TEJIDO 

Fragmentos 
hipotal1imicos 
in vitro. 

~· 
ntegro 

ntegro 

Ganglio cervical 
superior,~· 

DOS I S 

mg Kg. 

- mg Kg. 

5 mg Kg. 

Imp ante 
sólido. 
ogeno. 

3 mg/Kg. 

TIEMPO 

10 min. 

5 mm. 

mm. 

30-60 min. 

O mm. 

ias. 

r. 

m1n. 

ias. 

48 hr. 

R F. F E R E N C I A • 

Jones y cols., 1977. 

Diez y cols., 1977. 

y cols., í971. ~ 
1 

y cols. ;11177. 

y cols., 1978. 

wvone y co s., 197 • 

e y co s., 

Hanbacier y cols., 1975. 



de la glicerofosfato deshidrogenasa (Gail y cols., 1974) y de la sin
tetasa de ácidos grasos en glía (Volpe, 1976). 

Los efectos en cerebros de ratas adultas estan restanidos en la -
tabla tomada de Me Ewen y cols. (1979) (Tabla I). 

Por último, cabe destacar la influencia de las honnonas esteroi
deas sobre la actividad de la ATPasa dependiente de Na•-K+. Los prim~ 
ros resultados sobre esta influencia, se obtuvieron en preparaciones 
de rifiom de rata (Chignell y Titus, 1966; Jorgensen, 1968, 1969; Man!. 
tus y cols., 1968) y en tejido cerebral de esa misma especie (Galla
gher y Glaser, 1968). En embriones de pollo, Stastny (1970) demostró 
que la administración de hidrocortisona estimula la actividad de la -
ATPasa Na•-K+ tanto en homogenados del embrión intacto como en los h~ 
misferios cerebrales del mismo, sin provocar ningún efecto sobre la -
actividad de la ATPasa dependiente de Mg++. El mismo esteroide produ-

+ 
ce, en el ratón, un incremento de la actividad de la ATPasa Na•-K en 
el cerebelo, el tallo cerebral y la corteza cerebral, siendo mayor el 
efecto sobre esta última estructura (sadasivudu y cols.,1977). Los -
mismos autores observaron que la hidrocortisona incrementa la utiliz!!_ 
ci6n de glurunato en el cerebro de ratón y que genera un atanento en la 
actividad de la ATPasa, lo que interpretaron COlllO el resultado del ª!!. 
mento en la estabilidad de la membrana inducido por la hormona. 

III.- Propiedades electrofisiológicas en 
cultivos celulares. 

IXlrante los últimos 30 afios ha sido posible registrar la activi
dad eléctrica de explantes celulares de tejido neural, lo que ha per
mitido seguir el proceso de maduración de las propiedades eléctricas 
y de la sinaptogénesis in vitro. Descargas espontáneas y provocadas -
han sido registradas de explantes de médula espinal, de corteza de a
nimales neonatos, de ganglios simpáticos, de tejidos neuromusculares 
y de tejidos nerviosos varios (Crain, 1977). 

Es sólo en los últimos 10 a 12 afios que se han obtenido regis--
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- 2 -

... 
1 
1 EFECTO TEJIDO DOS I S TIEMPO REFERENCIA. 

12.- A>tencia el efecto Ganglio cervical Sx10-6M 24-48 hr. Otten y Thocnen, 1976. 
del FCN sobre la superior, cultivo. 
actividad de la ti~ 1 

' xina hidroxilasa. 1 

1 

13.- Incrementa la activi 12ninencia media, O. 3 mg/Kp,/dia. 7 dfos. Kizer, y cols., 1974. 
) dad de la tiroxina in vivo. 
! hidroxilasa. 

14.- Induce la Mil'*. Hipotállll!D y medula lmg /Kg/dia. 7-13 días. r.tiore y Phillipson, 1975. 
in vivo. 

' 
1 Cuerpo carotideo, lJ11.~ /Kg/dia. 10 días. ¡ 15.- IPcreinenta los nive- Hcllstrom y Koslow, 1976. 1 

Jf es de noradrenalina in vivo. '1' ..... Jf y dopa111ina. 1 

I ABREVIATURAS * FLC, factor liberador de corticotropina; : 
ATPA:l 2, relación ATP generado por oxigeno 
usado; GPDll, glicerol fosfato deshidrogen! 
sa; DBll, dopamine p hidroxilasa; Pl'Jfl', fe-

\'. 

nil etanolamina N metil transferasa • 
... 

·;·. 

i .. ' 



tros eléctricos de cultivos de células disociadas, lo que ha signifi
cado un avance en el estudio de las propiedades electrofisiológicas, 
ya que las células de las que se registran se pueden observar direct!!_ 
mente, se tiene un mejor control de las condiciones experimentales d~ 
bido a la "pureza" del cultivo, se puede añadir o quitar sustancias 
de las que interese conocer su acción, etc. Ha sido con esta clase-
de cultivos que, por medio de registros intracelulares, se ha llegado 
a conocer el grado de desarrollo funcional de las neuronas, la influ
encia que ejercen las células satélites sobre ellas, y la capacidad-
que tienen para establecer sinapsis en condiciones de cultivo. 

Resulta entonces evidente que las células nerviosas que crecen en 
cultivo proporcionan grandes ventajas para investigar algunos proble
mas fundamentales en neurobiología. Sin embargo, a pesar de estas -
ventajas se plantea una pregunta ftuldamental: ¿qué relación existe e_!! 
tre las neuronas que se desarrollan en medios de cultivo y las neuro
nas de los organismos vivos?. Es difícil responder en forma adecuada, 
aun cuando muchos autores han tratado de hacerlo con datos que avalan 
hechos tan significativos cano el que las neuronas en cultivo son ca
paces de diferenciarse hasta alcanzar tul estado ftulcional canparable 
al de las células nerviosas de tul organismo vivo. 

Se considera que las características de esas respuestas eléctri
cas y su capacidad de establecer sinapsis funcionales con otras neur2_ 
nas u otros tejidos son iguales que las de las neuronas de los orga -
nismos íntegros. 

Así entonces, en este estudio se utilizaron las ventajas que --
ofrecen los cultivos de neuronas embrionarias para analizar la parti
cipación de los corticoides en el desarrollo de las propiedades eléc
tricas de aquéllas. 

Los antecedentes a este trabajo más importantes se han obtenido 
de tres grandes grupos de trabajos: los que se han desarrollado en c~ 
lulas nusculares cardíacas, los obtenidos en células musculares esqu~ 
léticas y los que se han realizado en células nerviosas de diverso ti 
po. 
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Entre los trabajos realizados con células musculares cardíacas -
destacan los de Speralakis y su gnipo (1964, 1965, 1968, 1969, 1972, 
1978) quienes durante varios años se han dedicado a analizar el desa
rrollo de las propiedades eléctricas pasivas y activas de células ca!. 
díacas de embrión de pollo registradas in situ o in vitro. Las princ_! 
pales observaciones de estos trabajos se pueden resllllir diciendo que 
las células de corazones jóvenes de 2 a 4 días de edad, tienen un po

.tencial de membrana en reposo (Pr-1) bajo (alrededor de los -4 mV) atín 
cuando la concentración interna de potasio ( K+ .) sea casi tan eleva 

1 -
da corno la de las células adultas. Esto fue interpretado por los aut~ 
res en el sentido de que estos bajos valores en el ~1 de las células 
jóvenes obedecen a una baja permeabilidad al potasio durante los pri
meros d{as, la que va en a\lllento en paralelo con el desarrollo y la -
diferenciación celular y en particular con el desarrollo de la activ,! 
dad de la ATPasa dependiente del sodio y del potasio. Los potenciales 
de acción registrados de las células cardíacas embrionarias jóvenes · 
tienen una fase de despolarización lenta (10-20 V/s), que depende flJ!! 
damentalmente del sodio y no se ve afectada por la tetrodotoxina (TI'X) 

estos potenciales de acción son bloqueados por el verapamil pero no -
por el manganeso, aun cuando este ion bloquea la contracción muscular 
probablemente por el bloqueo de las corrientes de calcio durante el -
potencial de acción. Cuando las células tienen S días de edad, se c~ 
pnieba que la velocidad de la fase de despolarización del potencial -
de acción ha a\lllentado a 50-8- V/s, empiezan a ser sensibles a la TI'X 

lo que se pone de manifiesto porque su aplicación reduce dicha veloc_! 
dad a cerca de 20 V/s. Estos hechos fueron interpretados por los aut~ 
res en el sentido de que durante esta etapa del desarrollo coexisten 
los canales lentos y rápidos de sodio. lfacia el octavo día, la acci6n 
de la T1'X suprime por completo los potenciales de acción, o lo que es 
lo mismo, sólo quedan canales rápidos de sodio. Si los registros se -
efectuaban de órganos cultivados desde antes de que se llevara a cabo 
la inervación, no se observaron manifestaciones eléctricas atribuí- -
bles a la activación de los canales rápidos, a menos que se les aña
diera una fracción obtenida de corazones adultos y enriquecida con -
ARN mensajero¡ al añadir cicloheximida, se bloqueaba de nuevo la in-
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ducción de potenciales de acción, lo que sugiere que el comportamie!!_ 
to eléctrico me la célula depende de la producción de proteínas mem
branales específicas. Algo semejante fue observado con las células -
disociadas en cultivo de miocarcio, así como a los cambios de sensi
bilidad a la aplicación de corrientes despolarizantes y la dependen
cia iónica de los potenciales de acción que muestran estas mismas c~ 
lulas durante su desarrollo. 

Por su parte, De Haan (1967, 1970) y De·Haan y Fozzard (1975) -
encontraron que durante el desarrollo de células embrionarias de mú~ 
cula·cardíaco de pollo, al.lllenta sus sensibilidad al potasio, ya que 
mientras que los cultivos de 2 días no muestran diferencias de compor 
tamiento a concentraciones altas de potasio, los de 4 a 7 días empie
zan a presentar inhibición ante esta misma situación experimental, -
hasta que la acción bloqueadora dek potasio se manifiesta plenamente 
en células de 7 ó más días. 

Analizando la ontogénesis de los flujos de sodio y de potasio -
en células musculares cardíacas de embrión de pollo, Klein (1960) d!!, 
mostró que en aurículas y ventrículos, el potasio aumenta en fonna -
gradual hasta alcanzar una meseta en el décimo tercer día de desarro 
llo y disminuye más tarde hasta que llega el momento de la eclosión. 
El sodio del miocardio es muy elevado durante el segundo día y dism.!_ 
nuye bruscamente hacia el séptimo día y lentamente desde este momen
to hasta la eclosión. En realidad lo que este autor encontró fue que 
en el desarrollo embrionario se da una serie de cambios complejos e 
interrrelacionados de los flujos de sodio y potasio, lo oue se corr!!, 
-laciona en fonna directa con la serie de modificaciones enzimáticas 
y eléctricas que se presentan durante el mismo periodo. 

En células musculares esqueléticas en desarrollo, se ha analiza 
do también un gran número de pro~iedades eléctricas activas y pasi
vas. Así, por ejemplo, Boethius y Knutsson (1970) registraron el 1'! 

de células musculares de embriones incubados in situ y encontraron -
que el ~I se ncrementa en fonna progresiva desde el tercero hasta el 
décimo noveno día in ovo y desde el primero hasta el quinto día ~-Q.-
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~· Los autores correlacionaron estos cambios con los procesos de di"

'fcrcnciaci6n Je miotubo a miocito. 

Utilizando líneas clonales de células musculares esqueléticas de 
rata, Kidokoro (1973, 1975) estudi6 el desarrollo de las propiedades 
eléctricas pasivas y activas en mioblastos y en miotubos multinuclea
dos. Encontr6 que el ?.I se mantiene dentro de valores relativamente · 
constantes durante elperiodo examinado, pero que los valores de la r~ 
sistencia y de la capacitancia de la membrana cambiaron ostencibleme!!_ 
te de la.etapa de mioblastos a la de miotubos. También propuso que la 
capacidad para que las respuestas eléctricas muestren una fase de in
versi6n, se adqui~re hasta el momento en que se forman los miotubos Y. 
que los iones implicados en las corrientes eléctricas generadas son -
el sodio y el calcio. Kano (1975) sugiri6 que los mecanismos electro
génicos de los músculos maduran durante el desarrollo y que primero -
es inducido el mecanismo que genera la meseta )' posteriormente el re:?_ 
ponsable de la espiga del potencial de acci6n. Spector y Prives (1977) 
hicieron un trabajo en el que estudiaron el desarrollo de las propie- · 
dades electrofisiol6gi~as y bioquímicas durante la diferenciaci6n del 
músculo esquelético embrionario de pollo en cultivo. Encontraron que 
la maduraci6n electrofisiol6gica de la membrana se regula en forma a~ 
t6nana sin intervenci6n del sistema nervioso y que depende de la bio
síntesis coordinada de canponentes discretos de la membrana y su org!!_ 
nizaci6n subsecuente en la membrana del miotubo. Engelhardt y cols., 
(1980) encontraron que el Rol de mioblastos cultivados de embri6n de - ; 
pollo depende en buena medida de la concentraci6n de potasio del medio 
de cultivo y de la edad de las células. En el mismo tipo de células, -
Sampson y cols., (1982) y Bannett y cols., (1984) estudiaron los efes:_ 
tos de las hormonas tiroideas sobre el desarrollo del 1'-1 y de la cap!!_ 
cidad de generaci6n espontánea de potenciales de acci6n en cultivos -
celulares de músculo esquelético de fetos de rata. Los autores propu
sieron que el FM y la.frecuencia de disparo de las células se increme~ 
tan a lo largo del desarrollo y por la acci6n de la tiroxina. 
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En el altimo tipo de trabajo considerado en esta parte de la in
troducci6n, se incluye gran número de estudios que han pretendido co
nocer la fonno c6mo se instalan los procesos responsables de la apar.!_ 
ci6n y persistencia de las propiedades bioeléctricas pasivas y acti
vas de las neuronas en desarrollo. Se han utilizado toda clase de pr~ 
paraciones: embriones, 6rganos y tejidos cultivados, células disocia
das y líneas celulares en cultivo. En todos los casos se ha puesto de 
manifiesto una modificaci6n progresiva de los parámetros indicativos · 
de la actividad eléctrica. Asi, por ejemplo, en dos revisiones hechas 
por Crain en 1966 y 1968 se plante6 entre otros hechos importantes, -
la posibilidad que tienen los explantes de médula espinal embrionaria 
de organizar redes sinápticas funcionales in vitro, de tal manera que 
los ganglios de las raices dorsales se comunican con las neuronas me
dulares¡ los axones de éstas, a su vez, se extienden hacia el tejido 
nuscular adyacente y establecen una verdadera transmisión neurornuscu
lar con él. En apoyo del desarrollo de la actividad bioeléctrica en -
este sistema, estan los registros de potenciales sinápticos y poten-
ciales de acción musculares, obtenidos por el autor. 

Un proceso similar de diferenciaci6n se lleva a cabo en los cul
tivos de corteza cerebral de ratones neonatos. La sensibilidad a los 
fármacos de \os cultivos de explantes cerebrales de animales neonatos 
es comparable a la de los tejidos de animales adultos, hecho que apo
ya el que los procesos bioeléctricos y en general las propiedades or
ganotípicas de los 6rganos en cultivo se desarrollan de tal manera -
que la utilizaci6n de estos modelos experimentales no sólo es adecua
da sino sl.l!lamente prometedora. !letenninaciones de los potenciales de 
membrana en reposos y de los potenciales de acción hechas también por 
Crain (1956) en cultivos de ganglios espinales de embriones de pollo, 
probaron que las células en cultivo retienen, en esencia, las mismas 
características bioeléctricas de las neilronas de los organismos vivos: 
los valores de 1'-1 alcanzados por las cHulas cultivada fueron de -80 
a -95 mV¡ las espigas registradas tuvieron una duraci6n de 0.2 a 0.4 
ms en la fase de ascenso y de 2 a 3 ms en la fase de descenso; la am
plitud de la fase de inversi6n de las espigas fue de 30 a 40 mV¡ con 
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frecuencia las espigas se veían precedidas de lUl prepotencia! lento y 
seguidas de una hiperpolarización también lenta; comprobó el autor la 
existencia de lUl periodo refractario, etc. Dichter y Fischbach (1977), 
encontraron que los potenciales de acción de las neuronas disociadas 
y mantenidas en cultivos procedentes de ganglios dorsales de embrio
nes de pollo, dependen en fonna importante de las corrientes entran
tes de sodio y de calcio al sorna activo; de hecho, proponen la parti
cipación del ion calcio en la generación de los potenciales de acción 
ya que las espigas persisten en lUla solución libre de sodio o a la -
que se afiadido 1iX y que su amplitud depende de la concentración ex
terna de calcio siendo abolidad por la presencia de cobalto extracel!:!_ 
lar; en apoyo ~e la participación del sodio en el mismo proceso, en
contraron que hay espigas en ausencia de calcio externo y en presen
cia de cobalto; cuando se elimina al cobalto y se deja al calcio, la 
amplitud de las espigas es fllllción de la concentración externa de so
dio y desaparecen en presencia de 'ITX, Al registrar los potenciales -
de acción de las fibras sensoriales encontraron que a diferencia de -

• 1 

lo que se observa en los potenciales de la región activa del soma, a-
quéllos no dependen del calcio y desaparecen por acción de la liX. E~ 

tos hechos fueron interpretados por los autores como la manifestación 
de que durante ciertas etapas del desarrollo neuronal coexisten dos -
procesos diferentes en la generación de las espigas, de los cuales s~ 
lo uno persiste en el estado adulto, ya que en este estado los poten
ciales de acción parecen depender básicamente del sodio. 

Trabajando en células del tipo Rohn-Beard de la médula espinal -
de larvas de Xenopus, Baccaglini y Spitzer (1977) demostraron que la 
excitabilidad neuronal se desarrolla paulatinamente, como lo prueba -
el hecho de q~ es hasta el estadio 18 que las células presentan pot
tenciales de acción, los que no se observan antes de etapa aun cuando 
se inyecten corrientes despolarizantes. Inicialmente el potencial de 
acción depende de una corriente de calcio, como se desprende del he
cho de que se bloquea por la adici6n al medio de lantano, cobalto o 
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manganeso, mientras que no es afectado por la ifX o la eliminación del 
sodio extracelular. Posteriormente (estadios 25 a 40) el potencial de 
acción tienen dos componentes, una espiga inicial dependiente del so
dio y una meseta, que depende del calcio. En los últimos estadios (40-
51), sólo el sodio participa en la generación del potencial de acción. 
Los mismos autores encontraron que durante el desarrollo neuronal se 
producen cambios en la resistencia de entrada y en la duración del ~ 
tencial de acción. 

Estudios electrofisiológicos de cultivos de neuronas disociadas 
de médula espinal y de ganglios dorsales en ratones fetales (Peacock 
y cols., 1973) y en embriones de pollo (Chalazonitis y cols., 1974; 
Varon y Rainborn, 1971) han puesto de manifiesto que, paralelamente -
al desarrollo estructural de las neuronas, se lleva a cabo el desarr~ 
llo de sus propiedades bioeléctricas; al estudiar los cultivos proce
dentes de células de fetos de ratón se encontró que sólo cuando éstas 
tienen de 11 a 14 días de edad se pueden obtener cultivos viables en 
los que es posible registrar potenciales de acción espontáneos y pro
vocados y potenciales sinápticos. En los cultivos de células de emb!_i, 
ón de pollo, los autores encontraron que la madurez eléctrica.de neu
ronas se alcanza por lo general entre los días 8 y 10 y sólo ocacio
nalmente desde el tercer día de edad. Se propone que durante el desa
rrollo neural van· apariciendo diferentes zonas electrogénicas que se 
localizan en distintas porciones celulares y que disparan los proce
sos membranales responsables de la respuesta celular, set!IÍll una sei;;"-'-' 
cuencia bien definida. Con el analisis de registros intracelulares -
obtenidos también de neuronas en cultivo de embrión de pollo, se C<JI! 
probó que las propiedades eléctricas pasivas y activas, tienen carac 
tedsticas comparables a las de las células adultas. 

Por último, en cultivos de líneas celulares neurales como, por 
ejemplo, las de· neuroblastomas hll!1allos, se ha propuesto (Kuramoto y 

cols., 1981; Nelson y cols., 1971) que los valores de los parámetros 
·bioel~ctricos medidos (potencial de membrana, resistencia.específica 
y capacitancia específica de la membrana) son similares a los de las 
neuronas simpáticas de preparaciones intactas. Al aplicarles a estas 
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células estinrulos eléctricos, se encontró que el 79i de las células 
clonales es capaz de disparar potenciales de acción en comparación -
al 94i de las células no clonales que mostraron esta capacidad; des
carga repetitiva de potenciales de acción sólo la tienen el 2i de las 
células clonales y el 23% de las no clonales. La tetrodotoxina blo-
quea los potenciales de acción de las células clonales como sucede -
con casi todos los tipos de células neuronales maduros; al aplicar -
veratridina, se comprobó que se incrementa el influjo de 22Na. Los -
estudios morfológicos pusieron de manifiesto que hay una estrecha C!!. 
rrelacion entre ellos y la capacidad de generación de potenciales de 
acción de las células de neuroblastornas hllllanos. De hecho, presentan 
un fenotipo segW¡ el cual se ha podido correlacionar la capacidad de 
disparo con la formación de procesos celulares y con la síntesis de 
enzimas relacionadas con el tipo de neurotransmisor que los caracte
rice (Nelson, 1977). 

Tarrbién en células clonales se ha podido estudiar el estableci
miento de sinapsis colinérgicas funcionales. En células de neurobla~ 
torna se puede encontrar acllllUlación de acetilcolina así corno vesícu
las del tipo que se ha asociado con las tenninaciones colinérgicas -
(Daniels y Hamprecht, 1974). 

Las células de neuroblastorna de ratón (Miyake, 1978) han sido -
estudiadas estructural y funcionalmente; de estos estudios deriva una 
clasificación en la que aparecen 3 estadios bien diferenciados: en el 
primero de ellos las células no muestran diferenciación evidente y -

son capaces de dividirse en forma considerable durante 20 ó más gene
raciones; su potencial de membrana es muy dificil de medir ya que el 
pequefto tamaño de las células hace que cuando éstas son penetradas el 
valor de potencial llegue rápidamente a cero; sin embargo, se calcula 
que tiene un valor cercano a -20 rnV; se observa que la membrana tiene 
una baja permeabilidad al potasio, tienen respuestas pasivas a la a
plicación de corrientes despolarizantes y más aún, pequeñas espigas -
suelen aparecer sobrepuestas a la inflexión que genera la aplicación 
de corriente; estas espigas dependen del calcio corno se ·desprende del 
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hecho de que persisten en un medio libre de sodio y son bloqueadas en 
un medio que contiene cobaltQ. En el segundo estadio de desarrollo, -
se comprueba el incremento de todas estas propiedades bioeléctricas -
acanpañado de un aumento en el tamaño del soma neuronal el cual alc3!! 
za las 40 a 60 micras. Hay tma disminuci6n en la relaci6n de permeabi 
lidad PNa/PK, de la membrana. Aparece un componente del potencial de 
acción insensible al cobalto y susceptible de desaparecer por la tetr.2_ 
dotoxina; la relación entre corriente aplicada y cambios de voltaje -
de la membrana, muestran por primera ocaci6n rectificaci6n. S6lo las 
células de neuroblastoma de rat6n que llegan al tercer estadio de la 
clasif icaci6n (estadio de desarrollo total) muestran potenciales de -
acción perfectamente comformados y vomparables a los de las células -
de organismos adultos. Más aún, muestran dos clases de potenciales de 
acción (Tipos I y II) uno que depende del sodio y otro que depende -
del calcio. Estos dos tipos de potencial de acci6n también se han ob
servado en células neuronales de cultivos primarios de gangios dorsa
les (Tipo I) o de médula espinal (Tipo II) de rat6n o de pollo. S6lo 
cabe añadir que la revisión de Spector (1981) sobre el desarrollo de 
las propiedades bioeléctricas en lineas clonales, ha puesto de mani
fiesto que, en términos generales, estas células sufren un proceso de 
diferenciaci6n estructural y funcional en el que se basa la capacidad 
que muestran de generar, en forma espontánea o provocada, potenciales 
de acci6n semejantes en sus características, a los de cualquier tipo 
de célula neuronal in situ. 

IV.- Hip6tesis de Trabajo. 

Si las células neurales en cultivo de embri6n de pollo se dife
rencian de manera progresiva estructural y funcionalmente, entonces 
los parámetros bioeléctricos escogidos para determinar el funciona
miento celular (potencial de membrana, resistencia,_ capacitancia y -
constante de tiempo), cambiaran en forma progresiva, durante las di
ferentes etapas del desarrollo. 
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Si los glucocorticoides inducen la maduración de las células ne!! 
rales por medio de la inducción enzimática especifica, esntonces su -
aplicación al medio de cultivo de las células neurales en desarrollo 
acelerará la aparición y favorecerá la persistencia de las propieda
des bioeléctricas dependientes de las enzimas inducidas, en compara
ci6n con las neuronas control. 

Para demostrar la primera hipótesis serealizaron registros medill:!,!. 
te electrodos intracelulares, de algunos parámetros eléctricos de las 
neuronas control de embrión de pollo, a los 3, 6, 9 y 12 días .de cul
tivo. Para someter a prueba la segunda hip6tesis se registraron los -
mismos parámetros en los mismos periódos, de neuronas cultivadas de -
embrión de pollo a las que previamente se le~ aplicp una dosis linica 
de corticosteron~. 
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MATERIAL Y METOOOS. 

I)- Cultivo Celular. 

El cultivo celular se obtuvo a partir de células nerviosas diso
ciadas de embriones de pollo de siete dlas de desarrollo. Los embrio
nes fueron disecados en condiciones de asepsia bajo una campana de -
flujo laminar para cultivo de tejidos; con ayuda de una pinza se ex
trajeron el 16bulo 6ptico y el telencéfalo, los cuales se colocaron -
dentro de una caja de petri con soluci6n salina balanceada virtualme~ 
te libre de CaC12 y de MgC1 2, lo que ayud6 a debilitar las uniones c~ 
lulares. \La liberaci6n de las cubiertas meníngeas se realiz6 por mét~ 
dos ~ecánicos y enzimáticos. Los primeros se llevaron a cabo con la .!!. 

yuda de un microscopio estereosc6pico bajo el cual se extrajo la mayor 
cantidad posible de tejido. Más tarde, las estructuras restantes fue
ron colocadas durante 10 minutos, en una soluci6n de tripsina al 0.25\ 
con soluci6n salina balanceada virtualmente libre de calcio y magnesio 
y a 37ºC, a fin de que el proceso de la liberación de las meninges te!. 
minara por medios enzimáticos. 

El tejido fue lavado con solución ~1em Eagle (GIPCO) + 15% de sue
ro bovino fetal (GIPCO) (pH•7.4 y 37°C) y colocado en los tubos de en
saye en una proporción de 0.1 ml de tejido por 1 ml de solución. Se ob 

\ -
tuvo la disociación celular por medios mecánicos a través del paso le!!_ 
to y sucesivo por pipetas Pasteur de calibre decreciente, hasta obte
ner una suspensión celular. La suspensión se cuantificó en una cámara 
cuentaglóbulos y al mismo tiempo se determinó la viabilidad celular m~ 
<liante el método de exclusi6n del colorante nigrosina. 

Con una micropipeta se tomaron 100 µ 1 de la suspensión y se hizo 
la siembra de las células en cajas de petri de plástico especiales P.!!. 
ra cultivo. Previamente las cajas fueron recubiertas con poli-L-lisi
na, para favorecer el crecimiento neural e inhibir el crecimiento gl~ 
al. Fueron agregados 2.5 ml del medio de cultivo, el cual consisti6 -
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de Eagle Basal Medium (GIPCO) más glucosa al 4% y suero bovino fetal 
al 15%. La incubación se realizó a 37°C en un ambiente gaseoso com
puesto de una mezcla de aite (95%) y de co2 (5%) a 1 atmósfera de -
presión. 

Día con dia se siguió, con la ayuda de un microscopio invertido, 
la evolución del cultivo. A 24 horas de iniciado el cultivo, a la mi
tad de las cajas se les agregó una dosis tínica de 2 µg/ml de cortico~ 
terona (SIG>IA) y se continuó con la incubación cambiando el medio de 
cultivo cada tercer día. 

II)- Registros electrofisiológicos. 

Para realizar las determinaciones electrofisio¡ógicas escogidas 
(potencial de membrana, potenciales electrotónicos) se tomaron mues
tras del cultivo a partir de las 72 horas. No fue posible hacer deter. 
minaciones antes de esa edad debido a que las células todavía son su
mamente pequeñas y lábiles lo que que hace casi imposible obtener una 
penetración del microelectrodo sin lesionar la célula. 

Las cajas de cultivo se colocaron sobre la platina de un micros
copio invertido (American Optical, Biostar) por medio del cual se ob
servó la posición exacta del electrodo (figura 2). El electrodo con-
sistió de una micropipeta de vidrio llena con KCl ]~, punta menor de 
0.5 µm y resistencia ohmica de 10 a 20 ~ri. el cual se introdujo a las 
células con la ayuda de un micromanipulador (Prior). La pipeta seco
nectó a un circuito formado por un electránetro capacitivo (WPI, M -

701) y un osciloscopio (Tektronix, 513 A), frente al cual se enfocó 
una c§mra quimográfica (Grass, C-4). El electrómetro a su vez se co
nectó a un estimulador de pulsos cuadrados (Grass, S 4C) y a otro C! 
nal del osciloscopio. El arreglo de los aparatos se muestra en la fi 
gura 2. 

Con este mismo dispositivo se midió el efecto de inyectar a las 
células cultivadas corrientes despolarizantes e hiperpolarizantes, ya 
que la conexión de la micropipeta con el dispositivo permitió utili
zar el mismo electrodo para aplicar los pulsos de corriente y regis
trar la respuesta provocada. 
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UNIDAD DE AISLAMIENTO 

PRE AMPLIFICADOR 
ALTA IMPEDANCIA 

• 

O R C 

:® 
A 

ESTIMULADOR 

~---1PUENTE 

MICROMANIPULADOR 

Figura 2.-

MICM>SCOPIO DE INVERSION 

Dispositivo Clfl!lleado para medir algunas de las rropieda
des electrofisiol6gicas de las células neurales de em· -
brión de pollo en cultivo. ORC-osciloscopio de rayos ca
tódicos. 
* Electr6netro capacitivo con paso de ccrriente. 
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III)- Cambios en la concentración de potasio 
~ CIK+k ), 

Para observar el efecto de variar la IK+le sobre el potencial de 
membrana de las células en cultivo, se utilizaron diversas soluciones 
de prueba en las que se mantuvieron siempre constantes la osmolaridad 
y el pH, Los experimentos se iniciaron con las células colocadas en -
5 ml de solución balanceada noTI!lal de Hanks (Hanks, 1939) con glucosa 
(S.4 nf.I de KCl), con pH de 7.2 y a lUla temperatura de 37ºC. En estas 
condiciones se registraron las correspondientes medidas electrofisio
lógicas después de lo cual se procedió a cambiar la solución nonnal -
por la solución problema, es decir por l.Ula solución en la que la 1 K+I e 
varió desde 1.4 hasta 100 nf.I de KCl. 

1 

Los ajustes de la osmolaridad se hicieron a expensas de cambiar 
las cantidades de NaCl de la solución (tabla 11). En cada solución se 
midieron los distintos parámetros bioeléctricos. 

1\Cl (¡:Jl) ;;:-.1.Ct ( ¿ll J 

.. ,f, J , 'I !;, .. J .._:~ I~.,. u.1 16,.::: 

0.1 11•.1-

0. ~ !li,1) 

l1 __ , '.sl <J•· f; 11.n IS,(l!1 

2.!1 13.:lh 

;,1 !{),;::; 

Tnbla II.- Soluciones de flanks con diferente~ 1 i\+ L. 
Todos los <lemas elC!"entos se m:mtuvieroR 
i<nmlcs con respecto n los de lil solur:ión 
nonPnl, siilo se vnrió el KCI a eX"'Cn:;as -
de las c:mtillmlcs corregnondientes ele NaCl. 
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IV) - Medidas estructurales. 

El desarrollo estructural de las neuronas controles y experimen
tales en cultivo fue seguido durante los 12 días viables por medio de 
microfotografías que se tomaron a los 3, 6, 9 y lZ días de edad de las 
células. ~e midi6 el diámetro del soma a partir del cual se calcul6 -
la superficie celular, suponiendo que el cuerpo neuronal tiene la for 
ma de una hemiesfera. 

Las detenninaciones se hicieron en células normales y con corti
coides y los correspondientes promedios fueron utilizados para calcu
lar algunos parámetros bioeléctricos, como son la resistencia de la -
membrana y la capacitancia específica. 

V)- Análisis de los datos. 

Debido a la gran variabilidad que hay entre las células, las me
didas eléctricas y estructurales fueron sometidas a las pruebas esta
dísticas de tendencia central habituales (promedios y errores estan
dar). 

El cálculo de la superficie celular se hizo utilizando la expre
sión: S = Jnr2, donde Ses la superficie y r el radio. 

Al relacionar los valores de m con la IK+le se observó que el -

sistema sigue ªf ;r:imadrunente la relación propuesta por Nernst - - -
( FM = 60 log ~ ) en tola región de la curva. La anlicación de 

la ecuaci6n de Gol~an ( PM = 60 log l~l~ : ~s~bK I~~) permitió 
, ,1 Na K l 

determinar los posibles cambios de las permeabilidades al sodio y al 
potasio (PNa/PK) de las células tratadas o no con corticoides durante 
el desarrollo. 

Los potenciales electrotónicos generados por las neuronas se re
lacionaron con los valores de las corrientes despolarizantes e hiper
polarizantes que los provocaron. De la relación intensidad-voltaje -
asi obtenida, se calculó la resistencia de entrada (Re). La capaci
tancia y. la constante de tiempo de la membrana se calcularon l.Ula vez 
que se conoció la superficie celular. Todos los cálculos fueron he
chos en ID'la computadora (PDP-11). 
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R E S U L T A D O S. 

1)- PROPIEDADES ELECfRICAS PASIVAS. 

1- Potencial de membrana. 

El potencial de membrana (PM) registrado en las neuronas de em
brión de pollo cultivadas, alDllenta en forma progresiva durante el de
sarrollo de las células. Así, hacia el tercer día el valor promedio -
del R-1 de las neuronas del grupo control fue de -14.9 ! S.O mV (n=40} 
y alcanza el valor de -76.S ! s.o mV (n=lS) el décimo segundo día de 
cultivo (figura 3). El incremento del 1'-1 no es llllifonne y la mayor d.!_ 
ferencia se presenta entre el tercero y el sexto día (T' = 10.87, p < 

O.OS). Para el noveno día de cultivo las células han alcanzado el va
lor máximo de Jlr.I el cual se mantiene sin diferencias apreciables has
ta el décimo segWldo día (T' = 0.27, p< O.OS). Esto se manifiesta co
mo lUla meseta en la curva en la que se relaciona el potencial de mem
brana (mV) con los días del cultivo (figura 3). 

Las neuronas tratadas previamente con corticosterona muestran un. 
canportamiento similar al descrito para las neuronas control. Sin em
bargo, hay diferencias entre los dos grupos de células, las cuales se 
manifiestan en Wl incremento más acelerado del P'~ en las células tra-. 
tadas que hace que éstas alcancen,antes que las células del grupo CO!!. 

trol, los valores finales del PM (figura 3). 
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PMlmVI 
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-60 

-40 

. -20 

3 6 
DIAS 

9 12 

Figura 3. - Cambios en el potencial de membrana durante el 
desarrollo. En esta gráfica se muestra el cam
bio de 1'! (ordenadas) durante los 12 días (abs 
cisas) en los oue solían ser viables las célu:
las neurales en cultivo colocadas en condicio
nes control (círculos blancos) y con una apli
cación previa de corticosterona (círculos ne
gros). Nótese que el cambio de pendiente más -
abrupto en el potencial de membrana se presen- 1 
ta, entre el tercero y sexto días de cultivo -
para ambos grunos neuronales, sólo ~ue durante 
ese mismo período, los valores alcanzados por 
las células tratadas son significativamente ma 
yores que en las células control, -
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La tabla 111 se construyó con base en los datos de la figura 4. 
La pendiente (mV/década) se calculó por medio de la regresión simple 
obtenida a partir de los valores de 1'-1 que se obtienen de los valores 
de \K+ le comprendidos entre 10 y 100 ntl, se extrapoló el valor de la 
\K+\i que corresponde al punto donde la linea recta intercepta con el 
eje de la \K+\e y se calculó el valor del potencial de equilibrio -
del potasio (EK) según la ecuación de Nernst, empleando el valor de -
la \K+\i extrapolada para cada edad y el de una \K+\e= 5.4 nt-1. La -
PNa/PK se calcula de acuerdo con la ecuación de Goldman. 

En la tabla 111 se observa que los valores de la \K+\i y del -
EK no cambian marcadamente en las células control durante los 12 días 
de cultivo pero si se muestra, durante este periodo, lD!a marcada di~ 
minución de la relación PNa/PK, la cual tiene valores de 0.61 a los 
3 dias de cultivo v de 0,026 a los 12 dias. 

C0!'1!'ROL 

EDAD núnero de Pendient•) 11(,.I. E.K PNi PJ( 
(dias) datos f',1 extrapol.a& (lílV) (mV/década) 

Uri·í) 
(mVJ 

3 30 -14.9 :!: 5.C -10. 74 152.2 -105.1 0.62 

6 37 -49.0 :!: 4.C -28.66 136.u -102.1 0.12 

9 26 -73,5 :!: 6.~ -56.13 109.4 -96.5 0.026 

12 10 -76.5 :!: 5,( -63.66 124.1 -99.7 0.026 

Tabla lll .- Tabla en la C'Ue Sl' res1unen los \'alores del notenci.al de 1rcr1hrana 
(nll, ¡a nendiente (mV/década), la concentración interna de 11otn
~io \K /.' ld!), el >:1otcncia:_ de eCluil i.hl'io del Potasio (i\) v 11: 
rel~ción\le penneabilldades al sndio y nl notasio ~PN/FK 1 ele cr 
lu!ng el"rrionarin,: en qqtivo de 3 a 12 dí'as de edad',' 



2- Potencial de Membrana y + 
IK le • 

Las curvas de la figura 4 muestran los valores de ~1 (mV) regi! 
trados de neuronas control de embrión de pollo colocadas en diferen
tes concentraciones de potasio, IK+le (mV) y a diferentes edades del 
cultivo (3, 6, 9 y 12 d ias). 

Las curvas sobrepuestas a los puntos experimentales fueron cal
culadas por medio de la ecuación de Goldman considerando una relaci-

c ón de penneabilidades para el sodio y el potasio (PNa/PK) de O.SO, -
0.10, 0.03 y 0,02 para los 3; 6, 9 y 12 dias respectivamente y una -
concentración interna de potasio IK+li igual a 150 nf.I. La l!nea rec
ta que atravieza una región de la gráfica corresponde a la relación 
entre el ~I y la IK+ 1 segtin la ecuación de Nernst y tiene una pen-e . 
diente igual a -60 mV por d~cada de crunbio en IK+le. La escala del -
eje de la IK+le, es logarítmica. 
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PMl111VI 
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-40 
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(K•]elmM) 
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• •DIAi 
o tDIAI 
o IZ DIAi 

40 100 150 

Figura 4. - Relación entre el potencial de membr~na (ordenadas); y la 
concentración externa de potasio IK 1 (abscisas) de cé
lulas neurales de embrión de pollo colScadas en un medio 
de cultivo control. Las curvas sobrepuestas a los puntos 
experimentales fueron calculadas ~or medio de la ecuación 
de f,oldman ~ara cada valor ~e IK 1 • Los dlmas valores -
fueron: IK 1 =150 !!ti; !Na li=30 m~ y !Na 1 =150 lit!. La 
línea recta q¿; atraviesa una región de la grRfica corre~ 
J?<l~de a la relación entre el potencial de membrana y la -
iK le calculada a partir de la ecuación de Nernst. 

~35-



La gráfica 5 y la tabla IV corresponden a los datos obtenidos de 
células tratadas con corticoides y se construyeron de manera similar 
a como se hizo con ,la gráfica 4 y la tabla III respectivamente. Los -
datos muestran que en las neuronas con una aplicación única de honno
nas, no existen diferencias notorias durante el desarrollo ni en la -
JK+li ni en el EK. Se encontró en cambio, una menor disminución de. la 
relación PNa/PK durante los doce días de cultivo ya que a los 3 días 
tuvo un valor de 0.42 y llegó a ser de 0,03 a los 12 días. 

Figura S.-

PMlftll/I 
-10 

-60 

-40 

-20 

CCMTICOIOES 

1.4 2, 7 5,4 10,8 

~•Jt!mMI 

40 

e IOIAI 
• llJIAI 
D llJIAI 
o llOIAI 

'ºº 150 

Las curvas ~ue se muestran en esta fi!!l•ra son colll!1arables en 
todo a las oue se muestran en la fi~ra 4. sólo oue corres
ponden n neuronas que recibieron una dosis t:ínica de 2 µ~/ml 
de corticosterona durante las primeras veinticuatro horas del 
cultivo. Nótese que a los 6 días, presentan, a bajas concen
traciones externas de potasio, valores de 1'! más próxirros al 
potencial de equilibrio que las células control. 
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Al comparar las tablas III y IV se ponen de manifiesto los sigu
guientes hechos: a)- las diferencias de valores en el R-1, \K+\i, la 
pendiente y la PNa/PK, que muestran las células tratadas con corticoi_ 
des con respecto a las control, se manifiestan durante la edad de 3 y 

6 días; a partir del noveno y hasta el décimo segundo día, los valo- -
res de estos parámetros en ambos grupos celulares tienden a igualarse; 
b)- no hay diferencias significativas durante el desarrollo entre los 
valores de la EK ni en las células control ni en las eJC!1Crimentales -
ni entre éstos y aquéllos a cualquier edad; c)- la \K+\i muestra una 
tendencia a la reducción más marcada hacia el noveno día en las célu
las control y al sexto día en las experimentales; entre ambos grupos 
no parece haber diferencias importantes en este parámetro. 

CORI'ICOIDES 

EDAD número de Pendiente \i.;+¡i. EK PNa/ PK pr.t 
~xtrapolad! 

(dias) 
datos (mV) (rnV/década) 

(rrlil) 
(mV) 

3 38 ... 32.s ! 5.o -10.43 168.1 -107.6 0.42 

6 15 ss.s::!: a.o -34.75 116.5 -98.3 0.09 

9 10 74.5 ::!: 7.5 -47.08 125.S -100.0 0.03 

12 6 72.6 ::!: 5.0 -60.98 115. 7 -97.9 0.03 

Tabla IV.- Tabla en la 0ue se resumen los valores del notem:ial de r.1e111hr:ina 
(íl'') I ¡a pem!iente (m\'/década), la concentración interna de rota
sio K \. ll"~'), el "Ote11ci:1l de enuilihri.o del rotnsio (El.() v la 
relación\1c remeabil iclric!es al sodio y al notasio (l'N· /P ,1 de cé
lulas embrionarias en cultivo de 3 a 12 días de cdad,ªJag ciuc rrc 
viamentc tuvieron una :1!1lirnción de corticosferona. -

-37-



./ 

J 

J 
l 
.. .J 

-¡ 
i 

.! 

J 
J 
J 

l 
.J 

' _j 

.. , 
1 
1 

3- Relaciones corriente-voltaie. 

Las figuras 6, 7 8, 9, 10 y 11 muestran los datos experimenta
les obtenidos al medi el cambio del potencial de membrana, es decir, 
el potencial electrot nico provocado (mV) en las células, por la apl!_ 
cación de pulsos de c rriente de intensidad (nA) despolarizante o hi
perpolarizante conoci as a las edades de 3, 6 y 9 días respectivamen
te para los dos grupo trabajados. Las líneas rectas trazadas sobre 
los puntos de cada gr fica fueron calculados por medio de una regre
sión simple empleando los datos experimentales de cada caso. 

.,__.... 
100 ms. 

CONTROL(3dias) 

AV(mV) 

-100 

1.0. 

l(nA) 

Figura 6.- Relación ente las corrientes desnolarizante e hiperpolariza!!_ 
fe aplicadas y el cambio de potencial de membrana provocado -
en células n urales de embrión de pollo de 3 dtas de desarro
llo colocada en un medio de cultivo control. Nótese que a ca 
da valor de orriente aplicado corresponde un cambio propor-
sional en el valor del potencial de membrana, lo aue signifi
ca ~ue no hu o rectificación anómala • 
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En la parte superior de la figura 6 se incluye una serie de 3 -
fotografías de trazos originales para ejemplificar el tipo de regis
tro que se empleó en el cálculo de los valores de la corriente inyec
tada. La curva corriente-voltaje (l/V) de esta figura se obtuvo de 
neuronas control de 3 días de edad y como se puede observar, en el -
intervalo de corriente que se utilizó (de -1.5 a 1,0 nA) las células 
responden a la corriente despolarizante o hiporpolarizante en fonna -
completamente lineal, Algo similar se puede observar con· las neuronas 
control de 6 días de desarrollo (figura 7) en el intervalo de -1.0 a 
1.0 nA de corriente aplicada. 

Figura 1. -

• 

CONTROL(6dlos) 

AV(mV) 

20 

-20 1 (nA) 

Relación entre las corrientes desnolarizante e hipernola
rizante aplicadas y el canbio de ?otencial de membrana -
provocado en células neurales de embrión de pollo de 6 -
dias de desarrollo colocadas en un medio de cultivo con -
trol. Nótese que al igual que en la figura · fl, en estas- -
células no se presenta la rectificación an6mala. 
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En el caso de las neuronas control de 9 días de cultivo (figura 
8), la relaci6n I/V ya no es tan simple, pues s6lo en una región res
tringida de valores se sigue una relación claramente lineal dentro -
del intervalo de -1.0 a 1.0 nA de corriente. Al aplicar corrientes -
hiperpolarizantes de mayor valor, no se mantiene la relación lineal, 
lo que significa que las células muestran rectificación al paso de la 
corriente. Cabe señalar que debido a la generación de potenciales -
propagados espontáneos o provocados, en ningíln caso se pudo aplicar -
corriente despolarizante_ lll!1Y-°.r ~ 1,0 nA. 

CONTROL(9 dios) 

AV(mV) 

20 

• • 1.0 

-20 1 (nA) 

Figura 8,- Relaci6n entre las corrientes despolarizante e hiperpola
rizante aplicadas y el cambio de potencial de membrana -
provocado en células neurales de embrión de pollo de 9 -
dlas de desarrollo colocadas en un medio de cultivo con -
trol. Se puede canprobar que, a diferencia de lo que su
cede en las células control de menor edad (fiFJ.lras 6 y 7) 
estas neuronas no muestran una relación lineal entre ia--' 
·corriente aplicada (sobre todo hiperpolarizante) y el vol 
taje.generado. -
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La figura 9 representa la relación I/V de un grupo de neuronas 
de 3 días de cultivo previamente tratadas con corticosterona. Los 
datos muestran una relación lineal entre la corriente aplicada y el 
cambio de potencial provocado en el intervalo de -1.0 a 1.d nA. 

CORTICOIDES (3 días) 

6V(mV) 

20 

-1.0 1.0 

-20 1 (nA) 

Figura 9.- Relaci6n entre las corrientes despolarizante e hi!lCf!lOla
rizante aplicadas y el cambio de potencial de membrana -
provocado en células neurales de embrión de pollo de 3 -
dtas de desarrollo que, a las 24 horas, recibieron una do 
sis única de corticosterona. Nótese la semejanza de can:
portamiento con las células control de la misma edad (fi· 
gura 6). 

-41-

T 



En el caso de las neuronas de 6 días de cultivo previamente tra
tadas con corticosterona (figura 10), la relación I/V muestra recti
ficación al paso de corriente, al aplicarles corrientes hiperpolari
zantes menores de -1.0 nA. El resto de la gráfica muestra un compo!_ 
tamiento lineal presentando un menor valor de la pendiente calculada 
para estas células. 

-1.0 

• • 

CORTICOIDES( 6 dios) 

6V(mV) 

20 

-20 

1.0 

1 (nA) 

Figura 10.- Relación entre las corrientes despolarizante e hipeJ1lola
rizante aplicadas y el cambio de potencial de manbrana --

¡ provocado en células neurales de embrión de pollo de 6 -
dlas de edad que, a las 24 horas, recibieron una dosis Ú" 
nica de corticosterona. Se p.aede canprobar que, a dife -
rencia de lo que sucede en las células control de la mis
ma edad (figura 7) estas neuronas no l!llestran una rela- -
ción lineal entre la corriente aplicada (sobre todo hiper 
polarizantc) y el voltaje generado, lo que significa que
tie11en rectificación anánala. 
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La figura 11 representa la relación I/V de un grupo de neuronas 
de 9 días de cultivo previamente tratadas con corticosterona. Los
datos muestran una relación lineal entre la corriente aplicada y el 
cambio de potencial provocado para el intervalo explorado, 

CORTICOIDES( 9 días) 

6V(mV) 

1 (nA) 

Figura 11.- Relación entre las corrientes despolarizante e hiner
polarizante aplicadas y el cambio de notencial de mem 
brana provocado en células neurales de embrión de po~ 
llo de 9 días de desarrollo que, a las 24 horas, reci 
bieron una dosis única de corticosterona. -
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La relación I/V puso de manifiesto un comportamiento tal de las 
neuronas en las regiones lineales de las curvas donde claramente se 
sigue la ley de Ohm. lle estas curvas se puede calcular la resisten
cia de entrada (Re) de las células, dado que Re=V/I, lo que signifi
ca calcular la pendiente de cada ci.irva con su correspondiente desvi!!_ 
ción. Los datos obtenidos de estos cálculos se muestran en la tabla 
V para las células control. Hay que hacer notar que durante el des!!. 
rrollo de las células la Re se va reduciendo en fonna importante de~ 
de 51.7 ~l!'lque tienen las células de 3 días, hasta 10.0 Míl que es el 
valor de la Re a los 6 días, las células de 9 y 12 días tienen a su 
vez, valores de Re ligeramente mayores (tabla V), 

En lo que respecta a las células con corticoides (tabla VI), se 
puede comprobar que sus valores de Re son, a la edad de 3 días, sig
nificativamente menores (28.8 Míl) que los de las células control de 
la misma edad (T'=9. 15, p<0,05) a los 6 días muestran también una -
brusca reducción de la Re (6.2 Míl) y ésta aumenta ligeramente en las 
células de 9 y 12 días. 

Por otra parte, se obtuvieron fotografías de los cultivos de -
neuronas control y experimentales (figura 12) en las que se incluyó 
también una escala micrométrica conocida, Esto pennitió medir el -
diámetro celular en cada caso. Se pudo comprobar que, por lo menos 
al microscopio óptico, no hay diferencias significativas en los ta
maños calculados de In superficie del soma celular {T=0.109, 1.090, 
0.439, 0.007; p<0,05) en ninguno de los casos considerados (que in
cluyeron las distintas edades de los cultivos). Los datos obtenidos 
se muestran en las tablas V y VI. 
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Figura 12.- Micrografías tomadas de un cultivo control (foto superior) 
y uno tratado con corticoides (foto inferior), en las que 
se muestran neuronas de 6 días de edad, Nótese el gran nú
mero de prolongaciones ílUe presentan las neuronas durante 
esta etapa de su desarrollo, ademas de tener las neuronas 
tratadas con corticoides, un soma en el que es más eviden
te la forma de "estrella" que en las control. 
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4- Resistencia, capacitancia y constante de 
tiempo. 

También en la tabla V se restune lUla serie de mediciones y cálcu
los efectuados a fin de caracterizar las propiedades pasivas de las 
neuronas control durante los 12 días de cultivo. 

Las células de 3 días de edad presentaron lUla gran resistencia 
específica (Rm) de 735.4st'cm2• Durante los siguientes días, en par
ticular el sexto día de cultivo, se observó una brusca reducción de 
la Rm, a pesar de que la superficie celular se mantuvo, como se men
cionaba en un párrafo anterior, casi inalterable durante el desarro
llo (tabla V). 

De los trazos oscilográficos originales se calculó el valor de 
la constante de tiempo (1m) de las células control y experimentales. 
En la tabla V se incluyen los valores de la 1m de células control de 
3 a 12 días de edad. Estos valores no se modificaron de manera evi
dente durante el desarrollo; de hecho, a un atunento inicial que se 
presentó entre los días 3 y 6 del desarrollo, siguió lUla reducción 
en los días 9 y 12. 

Una vez obtenida la Rm y la 1m, se pudo calcular la capacitan
cia de la membrana (On). Los valores que tiene este parámetro en -
las células control, se muestran en la tabla V. De estos datos lla
man la atención el gran incremento que presenta la Cm de las células 
de 6 días (7.44 µF/cm 2) con respecto a las de 3 días (0.47 µF/cm2) y 
los 12 (Z.52 µF/cm2) días de cultivo, a.pesar de que en ningún caso 
hubo un cambio significativo en la superficie celular. 

Los valores de estos mismos·parámetros en las células previa- -
mente tratadas con corticoides se presentan en la tabla VI. Se puede 
canprobar que, en las neuronas pretratadas de 3 días; la RJ!1 es al ta -

2 . 
(402.4 n/an ) y que igual a lo que sucede con el grupo control, dura~ 
te el sexto día de cultivo este valor se reduce en forma importante -
(103.63 íl;cn2) para volver a incrementarse durante los días 9 (256.0 
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íl/crn2) y 12 (185.5 íl/cm2). 

La lectura de los valores de Tm en las células experimentales p~ 
so de manifiesto que estas células siguen un desarrollo similar al de 
las control por lo que se refiere a este parámetro (tabla VI). Esto 
significa que su cambio más evidente se presenta entre los días terc~ 
ro y sexto de cultivo y que a partir de este día hay cierta reducción 
que se mantiene hasta el décimo segundo día. 

Por último, debe hacerse notar que la Cm de las células experi
mentales mostró modificaciones en su curso temporal (tabla VI), com
parables a las de las células control ya que de nueva cuenta, el cam
bio más evidente se presentó entre el tercero y el sexto día cuando 
pasó de 0.74 a 7.24 µF/cm2• A partir del sexto día la Cm disminuyó 
a valores cercanos a los 2 µF/cm 2 en los que se sostuvo hasta el dé
cimo segundo día. 

Los datos que se presentan en las tablas \' y VI se pueden resu
mir de la siguiente manera; a)- La superficie del soma celular de -
las neuronas en cultivo control o tratadas con corticoides no se in
crementa en fonna significativa durante los doce días que suele ser -
viable un cultivo celular; b)- Las propiedades pasivas de la membra
na (Rm, Tm y Cm) cambian en fonna progresiva durante el desarrollo de 
las células neurales en cultivo estudiado entre el tercero y el déci
mo segundo día. Los cambios más significativos en esos parámetros se 
presentan en el tercero y el sexto días; c)- Las células tratadas -
con corticoides muestran también diferencias en sus valores de Rm, tm 
y Qn durante el desarrollo del cultivo; dándose el cambio más drásti
co entre el tercero y el sexto día. Al comparar los valores experi
mentales con los obtenidos en las células control de la misma edad, 
se comprueba que las células tratadas o tienen valores más acusados 
en las constantes medidas o alcanzan antes que las células control 
los valores finales de tales parámetros; d)- Ni en las células con
trol ni en las experimentales se observaron diferencias significati
vas en los val~res de las constantes de la membrana medidas para el 
noveno y el décimo segundo días. 
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... 

EDAD DEL 
CULTIVO 
(dla11) 

3 

6 

9 

.L2 ... 

CONTROL 

número de diámetro J!uperficL PI<! [' R 1 m e e 
células celular ce1~7ar2 

e ,,, m 

26 

20 

12 

10 

(µm) xlO cm (rnV) <r-1ílJ Wcm2) (mseg) ( ~1F/cm2 ) (pF) 

23.46. 142.34 -14.9 51. 7 735.35 3,5:!:.o.5 0,47~0.9 0.0(17' 
:!:.i.27 :!:.14,BB :!:.5,0 :!:.12.0 :!:.47,57 !n.002 

22.50 134.45 -49,0 10,0 134.43 lo.o:!:.o.9 +7.'44 .1.0 
:!:.i.54 :!:.J.6.46 :!:.4,0 ~2.5 :!:.1i.13 -~.9l -O. 19 

25.0 156.50 -73.5 15.9 254.40 7.o:!:.o.6 ·2. 75 .n.44. 
:!:.i.06 :!:.24.85 :!:.5,5 :!:.3,0 :!:.25,73 ±2.1 -o.is 

24.5 141.43 -76.5 14,0 198.0 5.o:!:.o.6 + v;2 +P.3S7 '!.2.os :!:.25.32 :!:.5,0 !5.0 :!:.33,2 -2 .12 -fll 1:8;.' 

Tabla V - Tabla en la que se res1111en los principales par1111etros eléf. 
tricos pasivos: lr1 resistencia de entrada (Re), la resiste!!_ 
cia específica (l!Jn), la constante de timpa (tm), la capa
citancia de la membrana (On) y la capacitancia (C) de célu 
las embrionarias en cultivo de 3 a 12 días de edad. -

1 
00 
"1' 
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... 

EDAD DEL 
CULTIVO 
(dlas) 

3 

6 

9 

12 .... 

CORTICOIDES 

número de diámetro ~uperf ic.E PM Re R 1 c c 
células celular cel!;!~arl 

m m m 

(¡1m) (xlO cm (1..V) (II¡i) ()lcm2 ) . (mseg) (pF/cm
2

) (pF) 

20 
23,25 139. 71 -32,8 28,8 402.36 3,0:!:0,5 

+0,74 +tl.133 
:!:1.58 :!:18.54 

--+ 
:!:6.0 :!:30,60 -5,0 e(), !l -0.1111~ 

10 
26.0 168.5 -~8.S r;,2 l03.ú3 1,5:!:i,o 

7.24 :.t. 219 
:!:i,95 :!:26.92 -8,9 :!:2.0 :!:15,74 tz.03 ~-O.!i3ti 

12 
25,0 160.0 -74.5 16,0 256.0 5,0:!:0,5· +1.95 +o.;Hz 
:!:i,50 :!:25,32- + :!:3,5 :!:31.38 -7.5 -0.!14 Al.19V 

10 
24.25 154. 60 -72.7 12.0 185.5 5,o:!:o.5 

2.69 +O.~IJ1 
:!:2.05 :!:26.89 + :!:4,0 :!:29,35 ~0.70 -5.0 -0.17\l 

n1hla VI. - Tabla en la <lile se J'CSllll'Cll los princinalcs pariímetros cléctril:os 
Pas i\•os: 1 a res i stcnc i :1 de cntrnd:1 (11 ) , la res istcncia es,,crí fi -
ca m l, 1 a cons i antL' t!c ti t'l'>r.n ['l i, e 1 a c:1naci tanc i a de 1 a mt•m
hranam (C ) " la c:1nncit:inci:1 (C) d~ células embrionarias en rnlti 
vo de 3 W IZ tifos de edad, las <•lle, nrcvian11.'nte fueron tratadas:
con cort icostcro11:1, 

1 
e. 
"f 

1 



D 1 S C U S 1 O N 

Durante el desarrollo embrionario se lleva a cabo lUl gran número 
de cambios en las células neurales. Entre estos cambios los hay de -
naturaleza estnictural, metabólica, farmacológica, electrofisiológica. 
Es evidente que estos cambios se interrelacionan entre si de tal mane
ra que no siempre se puede determinar cuál antecede a cuál. Sin em
bargo, se ha propuesto que las propiedades eléctricas determinan mu
chas de las propiedades fllllcionales características de esta etapa de 
la vida celular. Más todavía: el conocimiento de c6mo se desarrollan 
en el tiempo las propiedades eléctricas de las neuronas, permite lllla 
buena aproximación al estudio de estas mismas propiedades en las neu
ronas adultas. De esta consideración se desprende la importancia que 
tuvo la selección adecuada de la preparación biológica, las neuronas 
embrionarias en cultivo, la cual nos permitió aproximarnos a las con
diciones ideales para el estudio de los mecanismos inherentes al des!!_ 
rrollo de las propiedades bioeléctricas de esas células. Así, se -
pudo comprobar la acción de los corticoides sobre el desarrollo fllll
cional de las neuronas cultivadas y se puso de manifiesto que si bien 
los corticoides no afectaron en forma evidente el desarrollo estruc
tural de las neuronas observadas con el microscopio ó~tico (compa~e -
las fotografías superior e inferior de la figura 12), sí modificaron 
de manera importante los parámetros bioeléctricos característicos de 
las células. 

De los resultados ~ue se incluyen en la figura 3 resulta eviden
te que el potencial de membrana muestra cambios significativos duran
te los 12 días del cultivo tanto en las células control como en las 
experimentales y que en éstas últimas se alcanzan antes los valores 
de PM que en las células control. 

Hasta ahora no se ha hecho lU\ estudio sistemiítiro del PM durante 
el desarrollo de las células neurales. Esta situación es limitante • 
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ya que el potencial de membrana desempeña un papel detenninante dura!!. 
te la diferenciación debido a que regula la excitabilidad celular - -
(Spector, 1981) • No todos los autores, sin embargo, coinciden con -
este punto de vista. Algunos piensan que los valores medidos del 1'-! 
son artefactos experimentales que sólo reflejan el grado de lesión -
que ha sufrido la membrana como consecuencia de la implantación del 
electrodo. En apoyo de esta interpretación est~n los hallazgos de -
Kidokoro (1975) quien midió el R>I de células clonales musculares de -
pollo y encontró que tiene valores relativamente grandes e invaria- • 
bles durante el desarrollo . 

En nuestro caso, las células más jovenes (3 días), mostraron un 
pequeño valor de PM lo que se pudiera asociar con el hecho de que el 
electrodo dañó una gran proporción de la membrana. En las células de 
mayor edad (12 días), hubo sin embargo, un aumento del R>f demasiado -
grande para poderlo explicar sólo por las pequeñas diferencias del t~ 
maño del soma celular en estas dos edades (tabla III). Más aún, los 
valores del ?.-1 ascienden bruscamente entre los días 3 y 6, lo que - • 
coincide con sólo un pequeño incremento que presenta la superficie C.!:_ 

lular durante el mismo lapso. 

Así, coincidimos con la interpretación dada por otros autores 
(Boethius y cols., 1970; Crain, 1956, 1966; Kano, 1975; Nelson y cols. 
1977; Sperelakis y cols., 1972, 1978) según la cual el aumento progr!:_ 
sivo de los valores del ?.-! pone de manifiesto la maduración de algunos 
mecanismos inherentes a los procesos de diferenciación neuronal. 

Entre estos mecanismos destacan por una parte el desarrollo pro
gresivo de la estructura de la membrana que implica entre otros fact.2_ 
res, la aparición de proteínas (canales) especificas asociadas con " 
los cw!bios de penneabilidad a algunos iones, en particular, al pota
sio. De hecho, nuestros resultados muestran que las células más jov~ 
nes (3 días) tienen un cociente PNa/PK mayor que las de más edad (12 
días), lo que fuertemente sugiere que durante el periodo de 3 a 12 -
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días hay W1 aumento en la penneabilidad al potasio. Otro posible me
canismo asociado con el incremento del PM que se observa en las neur~ 
nas es el al..lllento durante el desarrollo del núnero de bombas metabóli 
cas, la actividad de las ya existentes o de ambos procesos. En apoyo 
de esta interpretación, están los trabajos de algunos autores. Klein 
(1960), por ejemplo, encontró en corazón embrionario de pollo de 2 a 
21 días una disminución gradual del sodio intracelular y un al..lllento -
si.nultaneo del potasio intracelula1' que asoció con Wla actividad met!!_ 
bolica específica (bomba de Na-K). Por su parte Walz y Herz (1982) 
encontraron cambios en la sensibilidad a la ouabaina de astrocitos y 
de neuronas de cultivos primarios. Según los autores estos cambios -
reflejan una notable modificación en la actividad de la bomba de Na-K 
y de sus requerimientos iónicos, durante el desarrollo celular, hecho 
que se ha puesto claramente de manifiesto durante el desarrollo cere
bral posnatal in vivo. De ser válida esta interpretación se podría -
proponer que las diferencias entre los valores de R-1 que se observan 
en las células control y en las células tratadas con corticoides, ob~ 
decen al hecho de que, durante el proceso de diferenciación neuronal, 
los corticoides aceleran la actividad de la borrba metabólica o bien • 
incrementan el núnero de bombas en la membrana. 

En apoyo de esta interpretación están los resultados de Romano y 

cols. (1985) quienes encontraron que, la aplicación de corticosterona 
a las neuronas en cultivo de embrión de pollo se manifiesta de tal -
fonna que los voltajes del PM alcanzan rápidamente los valores de este 
parámetro característicos de las células adultas y que al añadir oua
ba{na a los cultivos, además de la corticosterona, los valores del PM 
descienden y son semejantes a los de las células control, es decir a 
las de aquellas células que no han recibido ni corticosterona ni oua
ba{na. Si sólo se añade o.uaba{na, los valores del PM quedan siempre 
significativamente por debajo de los valores del PM de las células -
control. Estos datos sugieren que los corticoides activan la ATP-asa 
de sodio y potasio lo que hace que aunenten los valores del PM mien-
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tras que la ouabaína deprime la actividad de esta bomba provocando 
lUla disminuci6n en el ingreso celular de potasio lo que hace que se 
reduzcan los valores del 1'-f, 

En el mismo sentido se pueden interpretar los resultados de 
Stlistny (1971) quien encontr6 que en homogenados de cé.lulas cerebra
les de embri6n de pollo, hay lUl incremento progresivo de la actividad 
de la ATP-asa dependiente de Na y K . El mismo autor encontr6 que 
cuando los embriones habían sido previamente tratados con hidrocorti
sona, hay lUl incremento significativo en la actividad de la ATP-asa 
(Stástny, 1971). También se sabe que otras hormonas, como la insuli
na, provocan una hiperpolarización en algunos tipos celulares trabaj!!. 
dos "in vitro", mediante la estiJlllllación de la bomba electrogénica de 
sodio (Clausen, 1980). Por su parte, en el masculo esquelético aisl!!_ 
do, las catecolaminas hiperpolarizan las membranas celulares, en par
te debido a que las células expuestas en forma prolongada a estas ho!. 
monas, incrementan la concentración intracelular de potasio (Clausen, 
1980). Sampson y cols. (1982) y Bannett y cols. (1984) al analizar -
la acción de las hormonas tiroideas T3 y T4 sobre el desarrollo de las 
características bioeléctricas de los miotubos en cultivos de fetos de 
rata, encontraron que las células tratadas con estas hormonas mues
tran mayores valores de R-1 que las no tratadas. Por su parte Granner 
y cols. (1968) propusieron que lUla de las acciones de la T3 y la T4 
en las células musculares de rata consiste en incrementar el núnero de 
bombas de Na -K así como la permea~ilidad de la membrana al Na y 
al K. 

Efecto de la concentración extracelular de 
1JOtasio sobre el potencial de rne111brana. 

En la figura 4 se Jllllestra la relaci6n entre el loparitmo de la -
concentración extracclular de potasio y el :ootencial de membrana de -
células de 3, 6, 9 y 12 días de edad. Una vez obtenidos los puntos e~ 

+ perimentales para cada valor de ¡K le• se procedla a calcular la CU!. 
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va que mejor se ajustara ellos para lo cual se aplicaba la ecuaci6n -
de campo constante de Goldrnan modificada, ya que no se incluyeron los 
valores de penneabilidad y de concentraci6n del cloruro. Esta ecua- -
ci6n relaciona los valores de ~' con los valores de concentraciones -
interna y externa de los iones presumiblemente relacionados con el R>f, 
en particular el sodio y el potasio, así corno con el cociente entre -

la penneabilidad al sodlºIY la peT1T1eabtli1ad al notasio (PNa/PK). Es 
dt--:ir: llf = 60 log l~I~: ~e~~ 1~: 1 ~ • De esta expresi6n se 

1 N~ K. 1 
conocen o se presuponen lo.; valores de todas ias variables excepto el 
PNa/PK, el cual se despeja para cada grupo de datos exnerirnentales es 

. : 10·R-ll60 IKI. - IJ:I 
decir; t>Na' PK '" I I -flfl/60 I e I , donde la INa 1 i se co!!_ 

Na e - 10 Na i ' 
sidera siempre igual a 30 mM, por corresponder al de l.Qla aproxirnaci6n 
válida para cualquier tipo celular en el que haya un trabajo de la -
bomba rnetab61ica. La INale se considera siempre igual a 150 mM, a ~ 
sar de que en nuestros experimentos los cambios de potasio externo se 
hicieron a base de modificar el sodio externo, consideramos que la d! 
ferencia de concentraci6n del sodio en cada soluci6n nunca fue dema
siado gran<le. La IKli se obtiene de la extrapolaci6n de las curvas -
obtenidas a cada edad explorada hasta el valor del intercepto con el 
eje de las X. Esta proposici6n se basa en la consideraci6n de que el 
m debe ser igual a cero cuando la 1Kli es igual a la 1Kle· En to
dos los casos se encontr6 que este valor es cercano a 150 mH. La IKle 
es el valor de la concentraci6n externa de potasio para el cual se h~ 
cen las detenninaciones del ?.!. En nuestros experimentos se hace va
riar desde 1.4 hasta 100 mM. 

En la figura 4 se incluyen las curvas te6ricas obtenidas median
te la ecuaci6n de ri01drnan al considerar de abajo a arriba valores de 
PNa/PK iguales a O.SO, 0,10, 0.03 y 0.02, resriectivamente. Si, por o
tra parte, en la relaci6n IKle contra R>I s~ rnuectr" el <>rr,.p,ln que -
siguen los puntos experimentales obtenidos de medir el nt e distintas 
concentraciones externas de potasio en neuronas de 3, 6, 9 y 12 dfas, 
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se comprueba que la curva que mejor se ajusta al comportamiento de -
las neuronas más jóvenes es la que corresponde al mayor valor del c~ 
ciente de penneabilidades y que al atmtentar la edad de las células -
el cociente de penneabilidades disminuye en forma progresiva. Utili
zando los valores de IKle de 10.4 a 100 mM aue corresponden a la -
parte lineal de la curva, se encuentra, al aplicar la ecuación de -
Nernst,que la pendiente expresada como el cambio de voltaje por déc~ 
da de cambio en la ¡ K ¡e, es de -10. 7 en las células de 3 días y aue 
aLD11enta en fonna progresiva en células de 6 (-28.66), 9 (-56. 13) y -
12 días (-63.66), Es hasta este último caso que se obtienen un cam-
bio de Pl\1 por década de cambio en jKle igual al esperado de una cé
lula adulta, según la ecuación de Nernst, es decir, que hasta los 12 
días la membrana se comporta como una membrana sel~ctivamente perme~ 
ble al potasio tal como ha sido reportado en neuronas adultas. Por -
medio de esta misma expresión se calcula el potencial de equilibrio -

para el potasio y se encuentra que no varía en forma significativa, -
durante las distintas edades de la célula (tabla III). Todos estos -
datos sugieren que durante el desarrollo de ln célula, por wrn parte, 
está ya trabajando la bomba de Na-K (nótese que la IKli no difiere -
en fonna significativa a las distintas edades) y por otra, que el co
ciente de permeabilidades disminuye durante el desarrollo en forma -
progresiva. Es probable que esta disminución obedezca a un atDTiento de 

la PK mas que a una disminución de la PNa' como se desprende del he
cho de~que, al mismo tiempo que: disminuye la reh1ción de petmeabil i
dades awnenta la pendiente de la curva que relaciona P'll con el lo.ga

ritmo de IKle hasta llegar a dar un valor de -63 mV/década, vnlor -
que está muy próximo al valor teórico calculado según la ecuación de 

Nemst y que sugiere una membrana selectivamente petmeable al potasio 

a grandes concentraciones externas de este ion. 

Al graficar los valores de PI\! obtenidos de células de 3, 6, 9 y 
12 días previamente tratadas con corticoides, con respecto a la con
centración externa de potasio, se obtuvo la familia de curvas eme se 

muestra en la figura 5. Para calcular las curvas teóricas se siguió 

-55-



el cambio de potencial de membrana inducido por tal inyecci6n, pone -
de manifiesto diferencias importantes entre las tres poblaciones neu
ronales. Las células de 3 días muestran una reducci6n relativamente -
grande del potencial de membrana durante la inyecci6n de una corrien
te despolarizante no mayor de 1 X 10-9 A y un aunento también elevado 
en el mismo parámetro durante la inyecci6n de una corriente hiperpola 
rizante no mayor a -1 X 10-9 A. Cambios tan grandes en el ~1 con co-~ 
rrientes tan pequeñas s6lo se pueden producir si la resistencia de e~ 
trada de la célula es elevada. En efecto, la pendiente de la curva I
V que se obtuvo a esta edad es muy grande y la resistencia de entrada 
de las células tiene un valor muy elevado (Re = 51. 7 M¡i)1 como se pue
de leer en la sexta columna de la tabla V. Por su parte, las células 
de 6 días mantienen también una relaci6n proporcional con la corrien
te aplicada (figura 7) de tal manera que reducen su potencial de mem
brana cuando se les inyecta corriente despolarizante y lo incrementan 
con corrientes hiperpolarizantes, pero para un valor de corriente da
do, el cambio de voltaje inducido es mucho menor que el aue se obser
vó en células más jóvenes. Esto implica que la resistencia de entrada 
de las neuronas disminuye bruscamente entre los 3 y los 6 días de cu!_ 
tivo, ya que la pendiente de la curva I/V de estas últimas se redujo 
a 10 M íl (tabla V). Al hacer las mismas determinaciones entre corrie11 
te inyectada y los cambios de voltaje inducidos en células de 9 días, 
se puede comprobar que en esta población, si bien es cierto hay un 1 ! 
gero aunento de la resistencia de entrada (15.9 ~¡-¡), hay también un -
aumento en el potencial de membrana generado por la apl icaci6n de co
rrientes hiperpolarizantes, que no mantiene la relación de proporcio
nalidad que se observó con la aplicación de corrientes despolarizan-· 
tes, lo que significa que la Re se reduce en esta parte de la curva -
(figura 8). A este fenómeno se le conoce con el nombre de rectifica
ción anómala y ha sido aceptado por un buen núnero de autores como la 
manifestación de la presencia de alguna proteína que ftmciona como c~ 
nal específico para el potasio. La rectificaci6n anómala sólo la ob
servamos cuando se inyectó corriente hiperpolarizante. No se pudo ex-
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plorar la posibilidad de rectificación de las neuronas ante la apli
cación de corrientes despolarizantes debido a que con valores de es
tas ligeramente mayores de 1 X 10-9 A, se induce fácilmente el dispa 
ro de potenciales de acción. De hecho se considera que casi todas las 
células excitables muestran alguna forma de rectificación en determi· 
nados valores de potencial de membrana, lo que se puede tomar como -
índice de un funcionamiento celular adecuado. Bajo este punto de vis· 
ta, nuestros resultados apoyan el hecho de que las neuronas en culti
vo van adquiriendo en este medio y de manera progresiva, las caracte· 
rísticas funcionales que les son propias de acuerdo con la estirpe c~ 
lular a la que pertenecen. 

La aparición durante el desarrollo de canales asociados con la · 
conductancia específica de la membrana a distintos iones ha sido pro
puesta por varios autores en tejidos nervioso y muscular. Con el em· 
pleo de distintos tipos de toxinas especificas, así como registros e
lectrofisiológicos de la actividad celular, se ha mostrado que los -
cultivos in vitre de células musculares esqueléticas de embrión de p~ 
llo, presentan primero, sólo propiedades eléctricas pasivas, miís tar· 
de potenciales de acción de sodio sensibles a la acción de calcio y -
por último, potenciales de acción de sodio sensibles a la acción de -
la tetrodotoxina (Frelin y cols., 1981: Lombet y col., 1983). Un est~ 
dio sobre la ontogénesis de la ATP-asa de sodio y potasio durante el 
desarrollo del músculo esquelético de oollo, llevó a Vigne y cols. ·• 
(1982) a proponer que en esta estructura hay un desarrollo pronrcsivo 
y coordinado entre la cantidad de ATP-asa y el mínero de canales ráp!_ 
dos de sodio. Algo similar fue· encontrado para los canales de calcio 
en los sistemas muscular cardíaco, muscular esquelético y nervioso de 
rata, al llevarse a cabo un estudio ontogénico en estas estructuras · 
(Kazazoglou y col., 1983). 

En células de líneas clonales de neuroblastan¡¡ lummnos se observó 
que hay una estrecha correlación entre el grado de diferenciación es
tructural y el desarrollo de las propiedades eléctricas pasivas y ac-
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tivas de la célula (Kurarnoto y cols., 1981). Los autores encontraron 
que en esta línea clonal hay un aumento progresivo del potencial de -
membrana. ~lás aún, en las líneas clonales en las que se observó un m~ 
yor grado de diferenciación estructural se presentó una clara rectif!_ 
cación anómala ante la aplicación de corrientes hiperpolarizantes, a
demás de otras características bioeléctricas que apoyan la existencia 
de canales membranales específicos. 

Los datos que se han encontrado en la literatura, al igual que -
los que se obtuvieron durante el desarrollo de este trabajo experime~ 
tal apuntan hacia la aparición progresiva durante el desarrollo, aún 
cuando éste se haya llevado a cabo in vitro, de canales iónicos espe
cfficos los cuales son la expresión del grado de diferenciación celu
lar. 

Por lo que respecta a la acción de los corticoides sobre el des~ 
rrollo de las propiedades bioeléctricas pasivas de las neuronas en -
~ultivo, se pudo constatar que las células tratadas mostraron a los 3 
oías, una menor resistencia de entrada que las no tratadas (tablas V 
y VI) y que, desde los 6 días presentaron rectificación anómala (figt_! 
ra 10) ante la aplicación de corrientes hiperpolarizantes. Este hecho 
se puede interpretar en el sentido de ~ue los corticoides aceleran la 
aparición de los canales responsables del aunento de la conductancia 
al potasio, lo que va de acuerdo con el hecho bien establecido de que 
aumentan la síntesis de proteínas desde épocas muy tempranas del desa 
rrollo celular (Romano y cols., 1985). 

Resistencia, capacitancia v constante de ti~. 

La constante de tiempo es una medida que incide directamente en 
la propiedad de una célula excitable de producir una respuesta a un -
estÚ!Vlo con determinada velocidad. Los valores de este parámetro que 
se obtuvieron de las neuronas en cultivo, reflejan un ligero increme~ 
to durante el desarrollo y por la acción de los corticoides, entre -
los 3 los 6 días del cultivo, lo que pone de manifiesto que, durante 
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cie (Cm = C/S) se observó que, de nueva cuenta, hubo un claro increme!l 
to de los valores de la Cm en las células controles y experimentales -
de 6 con respecto a las de 3 días, seguido de una ligera reducción ha
cia los 9 y 12 días. c~ la detenninación de la cm incluye la unidad 
de superficie celular, estos cambios sólo reflejan el incremento de c~ 
pacitancia que muestran las neuronas durante los 6 primeros días del -
cultivo. 
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CONCLUSIONES 

1.- Los cultivos de células neurales de embrión de nollo, penniten -
tener un modelo experimental adecuado para el estudio de los pr.2_ 
cesos de diferenciación y desarrollo celular durante la ontoge
nia. 

2. - El cálculo de la su'.1Crficie celular basado en la c.onsideración -
de que la fonna de la neurona es la de una hemiesfera, no penni
te detectar diferencias significativas en este parrunetro durante 
el desarrollo. No obstante, es probable que se )"roduzca un m.ll'le!! 
to de la superficie celular asociado con la emisión de prolonga-" 
ciones nerviosas durante las distintas etanas del desarrollo. -
Con esta base estructural, se podrían exnlicar mejor al~unas ca
racterísticas funcionales encontradas. 

3.- El estudio de al?,unas propiedades eléctricas de las células neu
rales en cultivo, puso de manifiesto que: 
a)- El potencial de Membrana auncnta en fonna nrof?resiva durante 

el desarrollo, hasta alcanzar a los 9 días valores nuy cerc~ 
nos a los de las neuronas adultas. 

b)- Al colocar las neuronas de distintas edades en soluciones de 
diferente concentración de potasio y Medirles el potencial -
de meirbrana, se.encontró que la relación de renneahilidades 
PN/PK disminuye de manera si~nificativa durante el desarro
llo, lo que se puede atribuir a un incremento l'ro~resivo de 
la penneabilidad al potasio. 

c)- Las propiedades pasivas estudiadas (resistencia, constante -
de tiempo y capacitancia de la membrana) muestran diferen- -
cias ir.lportantes durante el desarrollo celular y a la edad -
de 9 días del cultivo, alcanzan los valores característicos 
de neuronas adultas, Es hasta esta edad del cultivo que se -
encontró rectificación anómala. 
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Al añadir una dosis conocida de glucocorticoides a los cultivos 
de neuronas y analizar las propiedades referentes al !XJtencial -
de membrana, a la relaCión PN~/PK y a la resistencia de la célu
la, se canprueba que la corticosterona produce cambios sipnific! 
tivos en estos parámetros ~ue sugieren una acción temprana de e~ 
ta honnona sobre la aparición de la ~ropiedades eléctricas pasi
vas de las neuronas en desarrollo. 

- Con base en los antecedentes que se encuentran en la literatura 
y en nuestros propios hallazgos, consideramos que las neutonas -
en cultivo siguen un proceso de diferenciación y maduración sim!_ 
lar al que les es propio en el organismo del ~ue provienen y que 
los corticoides actaan de mGltiples maneras (inducción enzimáti
ca, síntesis proteica, actividad electrogénica, etc) en los mee! 
nismos subyacentes a los procesos de maduración y diferenciación 
celular. 
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