-»."

t,,b-' %: B \
2

NIVERSIDAD NACIONAL
UTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS RS

PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES COLINER-
GICOS EN LA SOBREVIVENCIA Y
DIFERENCIACION DE NEURONAS
GRANULARES EN CULTIVO

T E S | S
Que para obtener el titulo de
B I O L O G O
p r e 8 e n t a

ANTONIO VALENCIA PEREZ

-r"‘ﬂ“
.-“ \.

'/ﬂ

DIRECTCR DE TE_S\S DR JULIQ EDIJARDO @UE MORAN ANDRADE

2SS -FACL[_“‘ |
FACULTTJDND)DE\&IENCIAS MéXICO, PiEc F‘Q\: L5 u\C[AS 19908

TESIS CON ) |
FALLA DE ORIGEN 742 052

RO . .



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VNIVERADAD NACIONAL
AVENMA DE
MEXIco

M. en C. Virginia Abrin Bamle

Jefe de la Divisién de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

" Participacién de los receptores colinérgicos en la sobrevivencia
y diferenciacidn de neuronas granulares en cultivo "

realizado por  Antonio Valencia Pérez
con nimero de cuenta  8605996-1 . pasante de la carrera de  Biologfa

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente
Director de Tesis
Propietario Dr. en I.B.B, Julio Eduarde Roque Moridn
Propietario Dr. en 1.B.B. Octavio Quesada Garcia
Propietario Q. Silvestre Alavez Espidio !
Suplente bBra. en I.B.B. Ana B. Clorinda Arias Alvarez
Suplente Dra. en I.B.B. Martha L. Escobar Rodrfg‘\fé‘z'mﬁ” CTENCIAS

Consejo Departamental de Biologfa
P at o Smow D
DRA. EDNA MARIA SUAREZ DI1AZ

LETARTAMENTO
DIY RIGLOGIA



AGRADECIMIENTOS

A mis padres Antonio y Margarita por su carifio, comprensién y apoyo
incondicional. A mis hermanos Ricarde y Laura por su compafiia y
solidaridad. Con todo el amor para ustedes.

A mi esposa Adriana...por toda la vida.

Al Dr. Rafael Reyes Vazquez y al amigo Rafael, por tu valiosisimo apoyo
profesional y personal.

A Julio Mor4n por haberme dado una opertunidad mis...y por tu buena
amistad.

A la familia Donohué Cornejo, Argueta Donohué, Donohué Nieto y a la tia
Chuy por su invaluable afecto, paciencia y apoyo.

A José Luis Rodriguez Bazin, por que tu vida ha sido mas que un ejemplo
para mi y por tu amistad incondicional.

A mis buenos amigos y excelentes compaiieros Alette Ortega, Andrea
Caballero, Danicla Pedroza, Guadalupe Dominguez, Claudia Rodriguez,
Silvestre Alavéz y Julio Morin.

A Guadalupe Dominguez y Clandia Rodriguez por su importante
participaci6n en el cultivo.

A mis sinodales Dr. Julio Moran, Dr. Octavio Quesada, Q. Silvestre Alavéz,
Dra. Clorinda Arias y Dra. Martha Escobar, por su disponibilidad y valiosas
observaciones en este trabajo.

A mis amigos Katja, Daniel, Gustavo, Victor, Jorge, Alejandro, Marcela,
Sandra, Xavier, Oscar y Magdalena.



Este trabajo se realizé en el laboratorio 224-N del Instituto de Fisiologia
Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México. Bajo la direccién
del Dr. Julio Moran Andrade, con ¢l apoyo de la D.G.AP.A, UN.AM.



INDICE

1. Introdﬁccit’m... .................. vrarerarerasssresss SRS cesasens SR eesensaanas veneeen vl
1.1. Desarrollo del sistema nervioso central.....cccccveeeenaeen. eressssennes eeenaan . |
1.2. Cerebelo......c.cccuvueene SR ceosernarasassens crsassaaner reeeressanssans censeamnenes JO—
1.2.1. Desarrollo del cerebelo........onvmriiiniiann: rressreressrtressssantasesaarensesseasnnnieses 6
1.2.2. Histogénesis del cerebelo.......ccouncvurnarerien SO crveones 10

1.3. Neurotransmisores y receptores en células granulares......oene 13

1.4. Transmision colinérgica.......c.ccceuuue J— TP wetsesssanrannenne 16
1.4.1. Receptores colinérgicos...eiissiasnass R R SRR {.
1.4.1.1. Receptores nicotinicos.............. S FOTPR— veteserarnaransinensase 19
1.4.1.2. Receptores muscarinicos......ccooerissessrens veeasmesmtissssnane seeresansentissses 21

1.4.1.3. Proteinas G y efectores acoplados a receptores muscarinicos....23

2. Antecedentes....oreeeeeeeaee erasaeases vorarsrane enraerares versanneans errenstere ertnmannrrans rerenes 25

2.1. NMDA vy Potasio en procesos de diferenciacién y scbrevivencia en

€61U1as SranUlAreS....coieraesnsssssssssssmsonsarasnnssersssessarsnsessenes sessrssneres .t
2.2. Acetilcolina en procesos de diferenciacién y sobrevivencia.......... w26
2.3. Acetilcolina en células granulares.......cieeese. ctssssenssaneasins SRR |
3. Objetivos.....reeccsireass treesseererertestsssmnsaeaserar cresssrrenrensantes T vemesneesirinns 29
4. Metodologia.......cccrvvineneens erestsaesesassasensissasaesessnsnsans JRT—— ||
4.1. Obtencién de cultivos primarios HeUronales.......meecsissassssossseess 30

4.2. Tratamiento de las neuronas... 30




4.3. Evaluacion de la actividad enzimatica de 1a PAG .31

4.4. Evaluacion de la actividad enzimitica de 1a AAT......ccovcirvicianeannn 32
4.5. Evaluacion de 1a actividad enzimatica de la LDH....covioveieiniennnens. 33
4.6. Evaluacién de la sobrevivencia neuronal por el método MTT......... 34
4.7. Cuantificacién de proteina por el método Bradford......coecvurencrnnee 35
4.8. Evaluacion morfolOgica.......mmsenisnitnomosnsiosssnssassiiine 35
4.9. Analisis estadistico........... reeseesesabmttessasnnnaesesanastasesseTERRRRS EReR b bbTOES 35
5. Resultados.....uireeeccrssssssrrnnens reeasasseseseresmeesesassEeLesaRseETI LISt assRRRSRRRS 36
5.1, MOTFOlOZIA.cccmccririisiesirarmnssasseinsisssssasmssnsnenssasssnensssasstssasasastssssnsassanes 36
5.2. Sobrevivencia Neuronal . i e 40
5.3, Actividad de 12 PAG...mecrmnicinnenasssierniinmassisisissssssssnmssasssssasanes 46
5.4, Actividad de 12 AAT ... ecisiintinsiesissisnissssmesissserrsssssssss s 48
5.5, Actividad de 12 LDH.....ciiinininmeiniiessmsnsssssssssssiesssssssassssssensassssnasnss 50
6. DISCUSIOM. ceeeereeiisusseressnsmererarsssssnsonsaressrssisarssssnsasssasesssssnsssnssoresansasssst ssasessas 51
T COMLCIUISIOMIES. oo e cvirrrerssserararsmersssasssstrassannmerssesssnnrsssasssntisasssssnnnnaneesanssssansssaes 57
B, A DT CVIAEUTAS . cceueeentrcsreramesiasrernbissisonsnssssront 1ebnssaTsITsRETaRS I SRR R Ts bO8SAS RS SRRSO S b 4n 58

9, Referencias.....cooe resessetberraenseesresessisastasbseasERR USSR R RO PTARSS 60




1. INTRODUCCION

1.1.Desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)

Con la formacién del huevo o cigoto comienza el desarrollo de un nuevo
organismo. Esta célula prolifera para formar una serie de estructuras que llevan al
estadio de gastrula, donde se establecen tres capas germinales embrionarias: el
endodermo, que da origen a visceras como intestinos, pulmén, higado; la capa
intermedia llamada mesodermo, que origina al tejido muscular, conectivo y al
sistema vascular; y finalmente €l ectodermo, del cual se originan el sistema
nervioso central {SNC) y periférico (SNP).

El ectodermo se modifica morfoldgicamente y forma una muesca, la cual se
ensancha de tal forma hasta formar la placa neural. Después, esta placa comienza
a plegarse formando el surco neural. El crecimiento de la cresta neural sigue hasta
que el surco invade el cuerpo del embrion casi al mismo tiempo que las crestas se
fusionan para formar el tubo neural, que ya establecido corre a lo largo del cuerpo
con una localizacion dorsal en el embrién. A este proceso en general se Je conoce
como neurulacion (figura 1).

El tubo neural, comienza a ensancharse originando tres vesiculas conocidas
como prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. El prosencéfalo y rombencéfalo
se subdividen mas adelante, dando como resultado cinco regiones del ya
establecido SNC maduro: el telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, mielencéfalo y
metencéfalo. El cerebelo se forma a partir del metencéfalo (tabla 1).

Las células de la cresta neuronal forman la region dorsal del tubo neural
poco antes de su formacion. Posteriormente migran para formar diferentes tejidos

neurales del SNP, incluyendo neuronas sensoriales y auténomas.
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Figural. Proceso de newrulacion durante el desarrollo del organismo. Formacién del tubo neural
a partir de la placa neural, y finalmente la formacién del cercbro y el resto del sistema nervioso

central. (Modificado de Martin, J.H., Neuroanatomy, 1989).



TABLA 1

DIVISIONES DEL SISTEMA NERVIOSO EMBRIONARIO Y ESTRUCTURAS

RESULTANTES EN ESTADO ADULTO

Vesiculas cerebrales Vesiculas cerebrales Estructuras
primarias secundarias desarrolladas
Prosencéfalo Telencétalo - Hemisferios cerebrales

- Sistema olfatorio
- Cuerpo estriado
- Paliocorteza

- Sustancia blanca

Diencéfalo - Talamo, epitdlamo,

hipotalamo y subtalamo.

Mesencéfalo Mesencéfalo - Cerebro medio

Rombencéfalo Mielencéfalo - Corteza del cerebelo

- Bulbo raquideo

Metencéfalo - Protuberancia
- Puente

- Cerebelo




La cavidad del tubo neural forma el sistema ventricular del SNC, y
conforme las células precursoras se van dividiendo en la zona ventricular van
migrando hacia capas mas superficiales para formar la citologia del SNC maduro.
Las células presentes en etapas tempranas del neuroepitelio del SNC generan
neuroblastos que se diferencian en la parte interna del tubo neural, también se
generan neuronas y células gliales del cerebro y médula espinal, y por otro lado,
se originan células migratorias de la cresta neural.

De esta manera queda constituido el SNC maduro, formado por ¢l encéfalo,
el tallo cerebral y la médula espinal. Por otro fado el SNP queda establecido con
todas sus conexiones formando la red informativa que lleva informacion al

cerebro y visceversa.

1.2.Cerebelo

El cerebelo participa en varias actividades que incluyen funciones motoras
y de equilibrio. Constituye el 10% del volumen total del cerebro, pero presenta
mas de la mitad del total de células nerviosas. Tiene una gran diversidad de
interconexiones nerviosas tanto de entrada como de salida.

l.a compleja funcionalidad del sistema nervioso, incluyendo al cerebelo,
depende en gran medida de la cantidad y variedad de interconexiones que se
establecen entre las neuronas. El establecimiento de estas complejas redes de
informacién son el resultado de una serie de procesos finamente regulados durante
periodos criticos en el desarrollo del individuo. Entre éstos, es importante destacar
cinco eventos principales:

Proliferacién. Ocurre en un tiempo muy preciso del desarrotlo (primeros dias de
la formacién del embrion) y esta controlada por sefiales entre las capas germinales
que inducen una divisién celular que da origen a un gran nimero de células en

estado indiferenciado.



Migracién. Las células formadas en la etapa anterior, comienzan un Proceso
migratorio desde las capas germinales hasta donde estan destinadas a establecerse.
Este proceso estad mediado por moléculas de la matriz extracelular y por agentes
troficos que estimulan la direccion del crecimiento de las neuronas. En esta etapa
las células gliales tienen un papel fundamental sirviendo como guias para el
trayecto de las neuronas que migran.
Diferenciacién. Al mismo tiempo que las células comienzan su migracion,
reciben sefiales constantes que les marcan su destino y simultaneamente inducen
la expresion de las caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas que les daran una
identidad particular en el organismo adulto, como la activacién de genes, enzimas,
produccién de proteinas, neurotransmisores, etc.
Formacién y establecimiento de procesos. Las prolongaciones (neuritas) de las
neuronas comienzan su crecimiento con el objetivo de establecer circuitos
informativos con sus células blanco correspondientes, que dependeran de su
localizacion e identidad fisiolégica y morfolégica. Estas conexiones se establecen
gracias a sefiales quimicas que los axones en crecimiento detectan.
Muerte celular. Es un proceso natural que ocurre en las primeras fases del
desarrollo del SN. Se sabe que alrededor del 50% de la poblacién neuronal muere
durante este proceso. Dicha muerte est programada en la informacion genética y
parece estar modulada por factores tréficos que junto con el resto de la fisiologia
celular dictan Ia orden de muerte. Este proceso de muerte programada parece ser
de tipo apoptético.

Como el cerebelo tiene diversos tipos celulares tanto neuronales como
gliates, es facil deducir que habra células que pasen por los procesos arriba
mencionados en un mismo tiempo. Es importante mencionar que la informacién

genética junto con la relacién de las células con el exterior y la actividad de los



factores troficos son determinantes para la activacion y modulacién de los eventos

antes explicados.

1.2.1.Desarrollo del cercbelo

El cerebelo ocupa la mayor parte de la fosa craneal posterior. Esta
constituido por la corteza cercbelar, una capa intemna y tres pares de nicleos
internos cuyas proyecciones van hacia el exterior. Se desarrolla a partir de
neuronas inmaduras de los labios rémbicos de una region metencefélica del tubo
neural llamada placa alar. Los labios rémbicos se localizan en la region
dorsolateral del metencéfalo y se encuentran inicialmente separados. En estas
ireas se locatizan células con actividad proliferativa y en la zona media de los
labios se fusionan a lo largo de la linea media dorsal con un gradiente antero-
posterior, para que finalmente se desarrolle y establezca e} vermis cerebeloso.

Histologicamente la corteza del cerebelo se divide en tres capas que estan
constituidas por cinco tipos celulares; las células estrelladas, las células en
canasta, las células de Golgi, las células de Purkinje y las células granulares.

La capa mas externa, llamada también capa molecular, estd compuesta
principalmente por axones de las células granulares conocidas como fibras
paralelas, ya que se distribuyen de manera paralela al eje longitudinal del folium,
que es una estructura localizada por debajo de la corteza cerebelosa (figura 2). En
esta capa molecular se encuentran también células estrelladas y células en canasta
que funcionan como interneuronas, también se localizan dendritas de las células
de Purkinje. Existen ofro tipo de fibras, las fibras trepadoras de caracteristicas
excitadoras que se originan en la médula espinal.

Después de la capa molecular se localiza la capa de células de Purkinje,

donde son evidentes los somas por su gran tamafio en relacion a los demas tipos



neuronales. Los axones de estas células son proyectados principalmente a la
sustancia blanca.

Por debajo de la capa de células de Purkinje se encuentra la capa granular

donde se localizan algunas células de Golgi y las células granulares en gran

abundancia (alrededor de 10" en el cerebelo de humano; -Ito, 1984-).

Capa molecular

Capa de Purkinge
Capa granular

Materla blanca

- Caps molecular

Capa de Purkinge

Materia banca

o ."-' -
A w'e

Figura 2. Esquema de un corte transversal de la corteza cerebelar, en la que se identifican

algunos tipos celulares y las secciones en las que se encuentran. 4, menor aumento y B, mayor
aumento del corte. (Modificado de Martin, J.H., Neuroanatomy., 1989).



En la capa granular es donde se localizan los llamados glomérulos
cerebelosos, que son estructuras donde s¢ establecen complejos circuitos entre
células de la capa granular y las fibras musgosas provenientes de los nicleos
pontinos y de la médula espinal. Las fibras musgosas tienen una identidad
excitadora, siendo la acetilcolina el neurotransmisor mas abundante en estas
estructuras, conteniendo también una pequefia contribucién glutamatérgica.
Tienen influencia sobre las células de Purkinje a través de las sinapsis que
establecen con Ias células granulares (figura 3).

Los axones de las células granulares se proyectan dicotomizéndose dando
origen a las fibras paralelas, que s¢ conectan con dendritas de las células de
Purkinje. Se ha calculado que cada célula de Purkinje recibe 200,000 fibras
paralelas de las células granulares. A su vez cada célula granular es blanco de
diversas fibras musgosas.

La actividad de las células de Purkinje esta modulada por tres tipos de
interneuronas inhibidoras, las células estrelladas, en canasta y las células de Golgi.
Este dltimo tipo celular tiene 4rboles dendriticos muy desarrollados que se
encuentran en la capa molecular y que también reciben informacion de las fibras

paralelas.



A Fibras paralelas

| - Capa molecular
1. Capa de Purkinj

| Capa granular

|- Materia blanca

Células de
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B Célula estrellada

Célula en
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Figura 3. En la figura se ilustra el circuito cerebelar en dos fases. 4, muestra las dos entradas
mds importantes de cardcter excitador a las neuronas de Purkinje, que son las fibras trepadoras, ¥
la entrada via fibras musgosas-fibras paralelas. B, ensefia las interneuronas inhibitorias.

(Modificado de Martin, J.H., Neuroanatomy, 1589).



1.2.2.Histogénesis del cerebelo

Tanto los procesos de proliferacion como de migracién neuronal en el
cerebelo de la rata ocurren alrededor de las tres primeras semanas después del
nacimiento. Se han determinado dos procesos migratorios diferentes: uno de la
capa granular externa donde los procesos de divisién celular son abundantes, y
otra donde la migracién ¢s més superficial y que da origen a las células de
Purkinje. Las células de la capa granular externa se internaliza para constituir la
granular interna, de donde se originan las células de Golgi y las granulares. Al
mismo tiempo que las células granulares van migrando hacia su destino final,
éstas van desarrollando las fibras paralelas.

Las Células de Purkinje maduran en general en cinco fases, la primera es
embrionaria y las restantes postnatales. En la fase embrionaria estas células se
originan de la zona germinal ventricular y migran para formar las primeras
neuronas en la placa cerebelar. E! crecimiento de los axones ocurre durante el
proceso de alineamiento y forman conexiones sindpticas con neuronas en el
micleo cerebelar.

Las Células de Golgi provienen de la matriz ventricular al iguat que las de
Purkinje. Normalmente se forman luego del nacimiento y terminan su
establecimiento a las dos semanas postnatales. Sus dendritas reciben informacién
de las fibras paralelas, mientras que sus axénes se conectan en los glomérulos
cerebelosos.

Las Células en canasta se originan en la capa germinal externa alrededor
de los dias 6 y 7 postnatales en la rata y su establecimiento se prolonga hasta los 8
dias después del nacimiento. Hacen sindpsis con las células de Purkinje.

Las Células estrelladas se establecen alrededor de los 8-11 dias luego del

nacimiento de la rata. Como ya se dijo, provienen de la capa germinal mas

10



externa. Se encuentran dispersas a lo largo de Ia capa motecular y funcionan como
interneuronas.

Las Células granulares son las células mds pequefias del cerebelo pero
también las mas numerosas. Se localizan en la capa granular de la corteza del
cerebelo y comprenden la mayor poblacién neuronal de este tejido. Tienen una
identidad excitadora siendo su neurotransmisor el L-glutamato.

Las células granulares en la rata se forman durante las 2 y 3 primeras
semanas postnatales; durante su primer dia pasan a la zona basal y a los 13
alcanzan la capa granular.

Las células granulares reciben conexiones de las fibras musgosas y a su vez
las cétulas granulares excitan otras células de la corteza cerebelosa, dichas
conexiones se establecen desde la primera hasta la tercera semana luego del
nacimiento. Los somas de estas células miden entre 5 y 8 pm de didmetro. Cada
célula tiene entre 2 y 7 dendritas de 4.17 pm de largo en promedio y muchas mas
de un promedio de 30 pm de largo. Estas dendritas se conectan 2 las fibras
musgosas en el glomérulo cerebeloso. En el humano se reporta un ntimero de
células granulares en el cerebelo alrededor de 10" y en la rata de
aproximadamente 2.2 x 10° (Ito, 1984).

Los axones de las células granulares se dividen en dos formando una “T”
y se conocen como fibras paralelas, éstos son desmielinizados y pasan haciendo
conexiones a través de la capa de Purkinje.

Durante una etapa temprana del desarrollo, algunas células de la matriz del
tubo neural se diferencian en neuroblastos, los cuales pierden la capacidad de
replicar de su material nuclear (ADN), entonces migran fuera de la capa de la
matriz y se acumulan en la capa del manto del tubo neural.

A los 13-16 dias embrionarios de la rata las células granulares cubren la

superficic del cerebelo en la etapa proliferativa de las células. Después del

11



nacimiento la produccién de neuroblastos es una actividad asociada a una invasion
masiva de células de la capa granular externa a la interna. En el ratén se sabe que
el 50% de las células en la capa granular son producidas 10 dias después del
nacimiento y alrededor del 90% se generan en los primeros 15- 17 dias.

En ratas recién nacidas, la capa granular externa consiste de una zona
proliferativa de alrededor de 4 a 5 células de grosor. Debajo de ésta, se encuentra
la zona subproliferativa, también conocida como premigratoria, que abarcade 2 a
3 células de grosor; esta zona crece entre los dias 7 y 10 postnatales a 4 a 6 células
de grosor. Entre los dias 16 y 19 postnatales, la capa premigratoria decrece de 4 a
3 células de grosor, mientras que la proliferativa no es mas que de una célula de
grosor, que coincide con una alta actividad bioquimica considerada como una
caracteristica de diferenciacién bioquimica y/o fisiologica. La poblacién de
células de la capa granular interna se establece hasta la segunda semana después

del nacimiento (figura 4).

o - Células de la zona proliferativa
- - Células de la zona premigratoria

. -Fibragparatelas ~ re-o-s—m————s=r p—
-o- - SinApsls de 1as flbras paralelas
—_— Recubrimlento de células gllales

z!

o
o

Y il - Fibra trepadora
-~ - Sindpsis de la fibra trepadora
120 - Sindpsis de 1as células en

canasta (B) o estrelfada (5)

|cok S - Célula granular

WIDTH OF THE MOLECULAR LAYER

SHIBH 13 TIVHYY 40 (IOVINIDING 40 TraL

LD

o

Figurad. Desarrollo de las neuronas de! cerebelo. Formacion de sinapsis y crecimiento de las
capas celulares a través del tiempo. {(Medificado de Tto, M., The cerebellum and neural control,

[984).
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En la etapa de migracion las células granulares establecen estrechas
relaciones con las células gliales, lo que indica la importancia de la matriz
extracelular en la modulacion de este proceso de migracion.

Para la tercera semana, las fibras paralelas establecen sinapsis con las
dendritas de las células de Purkinje. Las sinapsis de las fibras paralelas se forman
primero con las espinas sindpticas en la mitad inferior de la capa molecular, y la
sinaptogénesis asciende de manera progresiva. Las sinapsis glomerulares entre las
fibras musgosas y las dendritas de las células granulares se establecen a lo largo
de la segunda semana y al comienzo de la tercera después del nacimiento; los
procesos siguen hasta el dia 30 aproximadamente.

Las células granulares se han utilizado ampliamente como modelo para €l
estudio de la fisiologia neuronal, esto se debe a una serie de ventajas que
proporcionan para su estudio tanto in vivo como in vitro. Una ventaja importante,
es que las células granulares son muy abundantes en el cerebelo y son
relativamente faciles de cultivar. Los cultivos que se obtienen con estas células
son muy puros (< 90% de neuronas). Otra ventaja, es que estas células se
desarrollan postnatalmente y esto proporciona la posibilidad de medir o estudiar
procesos de diferenciacion, migracion y sobrevivencia que ocurren in vivo y que

se reflejan en el cultivo.

1.3.Neurotransmisores y receptores en células granulares

Como ya se menciond, el L-glutamato es el neurotransmisor de las células
granulares del cerebelo, Estudios con precursores radiactivos han determinado que
la principal via de sintesis de este aminoicido como neurotransmisor, es a través
de la glutaminasa activada por fosfato (PAG), la cual convierte la glutamina en
4cido glutamico (reaccién 1). Otra via de sintesis del L-glutamato es por una

transaminaciéon del L-aspértico al a-cetoglutarato catalizada por la aspartato
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aminotransferasa (AAT) (Palaiologos, et.al., 1988, 1989) (reaccion 2). Se ha
propuesto que la glutamina que se exporta de las células gliales hacia el interior de
las células granulares se transforma en acido glutamico por accién de la PAG,, y
junto con el oxaloacetato y por accién de la AAT, en aspartato y a-cetoglutarato.
El L-asp se transporta fuera de la mitocondria por el sistema de lanzadera malato-
aspartato. En el citoplasma se lleva a cabo la reaccién opuesta catalizada por la
AAT (reaccion 2) para formar glutamato como producto (figura 5}).

Finalmente la glutamato deshidrogenasa (GLDH) (reaccién 3) puede
participar en la sintesis de glutamato a partir de a-cetoglutarato y NADH; sin

embargo esta via parece no alimentar la poza del glutamato como

neurotransmisor.
. PAG
1. Glutarnina —» L-glutamato + NH,
2. a-cetoglutarato + L-aspartato — MT__ » L-glu + oxaloacetato

3. a-cetogiutarato + NH,” + NADH + H P o L-glu+ NAD" +H,0

14



cioo_ coo™
mmge Ho—¢—H
]
CH,
| YH'
co0™ Coo
Malato
e
NaD* NaD*
Malato Deshidrogenasd 2 deshldr:;:\t:;a
H* + NADH ~ NADH + H*
Oxaloacetato Omsluacetats
€00~ 3 3 000~
{lz-o i } F | 1
t y I-o
| . ! i
CH
P 3 ) ?n,
o ) iy 000"
Aspartato Aspartato
Aminofransferasa Aminofransferasa
partaty Aspartato
- g : N
Rl i Gu-Am H —CH
[+ B . -
o =2 2 N
coo o () coa™
=g
CITOSOL Membrana MATRIZ
mitocondrial

interna
Figura 5. Esquema de las reacciones que se llevan a cabo dentro y fuera de la mitocondria que
involucran la sintesis de L-glutamato a partir del a-cetoglutarato y aspartato. (Modificado de

Voet and Voet, Biochemistry, 1997).

Las células granulares reciben informacion sindptica a través de una gran
diversidad de receptores que responden a distintos neurotransmisores liberados
por las células presinapticas. Entre los principales receptores se encuentran los
receptores glutamatérgicos en éstas neuronas, que se dividen en receptores del tipo
NMDA, no-NMDA y los metabotropicos. Otros receptores incluyen a los
serotoninérgicos (5-hidroxi-triptamina de los subtipos SHT,, y 5HT,o), a los
adrenérgicos (B,), receptores a la triptamina, al dcido y-aminobutirico (GABA) y

hormonas como la epinefrina y para una gran variedad de factores de crecimiento
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(Didier et.al. 1995; Xu y Chuang 1987; Ishitani etal. 1994). Ademas de los
mencionados otros receptores presentes en las células granulares son los
receptores colinérgicos muscarinico M, y M; que tienen caracleristicas
metabotrépicas, y al nicotinico sensible a la a-bungarotoxina o tipo neuronal (n,)
de caracteristicas ionotropicas (Howard et.al. 1994).

Debido a la conexién de fibras musgosas de identidad colinérgica con las
células granulares en el glomérulo cercbeloso a lo largo de la segunda semana
postnatal, un periodo critico para las neuronas del cerebelo, no es extrafio pensar
que la acetilcolina pueda intervenir en los procesos de diferenciacion y

sobrevivencia mencionados antes.

1.4.Transmision colinérgica

La acetilcolina (Ach), como muchas otras moléculas, es bien conocida
como participe en las redes neuronales de informacion. En la placa neuromuscular
es el principal neurotransmisor regulando la actividad de las fibras musculares. En
el sistema nervioso central es muy abundante, y tiene un papel importante en las
vias que regulan funciones motoras; se localiza en la corteza cerebral, en el
cerebro anterior, hipocampo, cerebelo, tallo cerebral y otras estructuras mas.

La Ach se sintetiza en las terminales nerviosas tomando como precursores
la colina y la acetil-coenzima A (AcCoA), esta reaccién se efectda gracias a la
enzima acetil colin transferasa (CAT o ChAT) que se encuentra en el citoplasma.
La Ach se degrada en acetato y colina através de una reaccién catalizada por la
enzima acetilcolinesterasa (AchE), la cual esta presente en diferentes formas
moleculares que determinan su capacidad catalitica particular (reaccién 4)

{Cooper, 1994, Rylett, et.al.1993).

4. Colina + AcCoA T, Ach + CoA
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La AcCoA utilizada para la sintesis de Ach proviene de la accion de la
citrato liasa sobre el citrato, es formada y expulsada de la mitocondna. La colina
esta presente en el plasma a una concentracion de 10 pM. Para integrar la colina a
la célula existen dos sistemas, uno de alta afinidad dependiente de Na” con una K,,
de 1 a 5 pM, y otro de baja afinidad con una K, de 10 a 100 uM. Como las
neuronas no pueden sintetizar colina de novo, la utilizada en la sintesis de Ach
proviene en su mayoria de la dieta, por lo que al menos la mitad de la colina
utilizada para la sintesis de Ach es proveniente del reciclamiento en la
degradacion de Ach por la AchE. Otra fuente de colina proviene del rompimiento
de la fosfatidilcolina la cual se ve incrementada en respuesta a una liberacién local
de Ach, y es una via que proporciona colina en menor grado para la sintesis del
neurctransmisor (Lee, et.al. 1993).

La liberacién de Ach depende de la presencia de ca™ que entra en la
neurona luego de ser despolarizada. Se sabe que a medida que el Ca®* intracelular
se incrementa se produce una mayor liberacion de Ach en la terminal nerviosa.
Cuando la Ach se sintetiza, se internaliza en vesiculas sinapticas, las cuales se
unen a la membrana para verter su contenido en el espacio sindptico (figura 6). Se
conocen dos tipos de pozas intracelulares de Ach y solo una de ellas se considera
lista para su liberacion, mientras que ¢l otro tipo se mantiene en la terminal del

axdn como reserva.
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Figura 6. Se muestran las posibles vias del metabolismo de la ACh. El pinvato (Pyr}
proveniente de la glicolisis genera acetil-coenzima-A (AcCoA) dentro de la matriz mitocondrial.
Esta es convertida en citrato (Cit) por la via del ciclo del acido citrico. Ya fuera de l2
mitocondria, por la citrato-liasa (CL) se forma oxaloacetato (OxAc) y AcCoA. La AcCoA vy la
colina (Ch’) forman ACh en el citoplasma via acetil colintransferasa (CAT). La Ach es
internalizada en vesiculas. Luego de su liberacién y unidn a los receptores a Ach, ésta es degrada
por la acetilcolinesterasa (AChE). (Modificado de Nicholls, D.G., Protein, transmitiers and

synapses, 1994).

1.4.1.Receptores colinérgicos

Se conocen dos tipos generales de receptores para la ACh, unos de la
familia de receptores ionotropicos conocido como receptor nicotinico y otro grupo
de receptores de la familia de los metabotropicos llamado receptor muscarinico.
Ambos tienen como ligando enddgeno a fa acetilcolina y dentro de estos dos
grupos hay tanto inhibidores como excitadores; sus mecanismo de accion dentro
del mismo grupo (tanto ionotropicos como metabotropicos) son distintos y

utilizan diferentes vias de transduccion.
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1.4.1.1. Receptores nicotinicos

Estos receptores sc conocen asi porque  muchos estudios para su
identificacion y purificacién se realizaron utilizando un alcaloide proveniente del
tabaco, la nicotina. La densidad de receptores nicotinicos del érgano eléctrico del
pez Torpedo es de aproximadamente 100 pmol/mg de proteina en comparacién
con los 0.1 pmol/mg de proteina en el misculo esquelético, por lo que dicho pez
ha sido muy utilizado para el estudio de este tipo de receptores colinérgicos.

El receptor nicotinico esta compuesto por 5 subunidades que presentan una
alta homologia en su secuencia de residuos de aminoacidos de alrededor de 30 a
40% de identidad entre ellas. Las subunidades son llamadas o de las que hay dos
en cada receptor, B, v y 8, en total un receptor presenta cinco subunidades. En la
parte central de ellas se localiza el canal ionico que conduce cationes. El
pentamero tiene un peso aproximado de 280 kDa. El canal iénico abierto mide 6.5
A de diametro y como ya se dijo, es selectivo para cationes (Na', Ca’"). El sitio de
uni6n del ligando en el receptor se localiza en la subunidad a, y es necesario que
ambos sitios en las dos subunindades « estén ocupados para que el receptor pueda
activarse y el canal se abra permitiendo el paso de cationes al interior de la célula.
Los sitios de uni6n para los inhibidores no selectivos se localizan a diferentes
profundidades del canal iénico.

Para diferenciar en general a los receptores nicotinicos se utiliza una toxina
llamada a-bungarotoxina proveniente del veneno de una serpiente de Malasia. Se
han distinguido dos tipos de receptores nicotinicos, uno insensible a la o-
bungarotoxina o muscular (n,) y otro sensible a la a-bungarotoxina o neuronal
(n,) (Didier, et.al.1995).

Como agonistas generales del receptor nicotinico muscular se conocen a la
Ach, el carbacol y la nicotina, y como agonista especifico el feniltrimetilamonio.

Un antagonista de este tipo de receptor es la d-tubocurarina. En el caso del
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receptor nicotinico neuronal se conocen los mismos agonistas generales que para
el tipo muscular, y como agonista especifico para el tipo neuronal se utiliza un
compuesto llamado 1,1-dimetil-4-fenilpiperazinium. Los antagonistas para este

tipo de receptor son el trimetafan y hexametonium (tabla 2).

TABLA 2

AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES COLINERGICOS

RECEPTOR AGONISTAS ANTAGONISTAS

n Feniltrimetilamonio, d-Tubocurarina

carbacol, Ach, nicotina

n, . 1,1-dimetilpiperazinium, Trimetafan

carbacol, Ach, nicotina

M, Oxotremorina, carbacol, Pirenzepina
Ach, muscarina Atropina

M; Oxotremorina, carbacol, Galamina, AFDX-116
Ach, muscarina Atropina

M; Oxotremorina, carbacol, 4-DAMP
Ach, muscarina Atropina

M, Oxotremorina, carbacol, Himbicina
Ach, muscarina Atropina

M, Oxotremorina, carbacol, Himbicina
Ach, muscarina Atropina
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1.4.1.2. Receptores muscarinicos

El otro tipo de receptor se conoce como receptor muscarinico debido a la
utilizacion de la toxina muscarina, extraida del hongo Amanita muscaria para su
estudio. Estos receptores estan acoplados a proteinas G, las cuales actdan sobre un
efector (enzima) que genera segundos mensajeros (figura 7). Existen cinco tipos
de receptores muscarinicos, conocidos como M;, M;, M;, My y Ms. La diferencia
entre ellos radica en la actividad de la proteina G a la que estan unidos (Sunaga,
et.al., 1993). El receptor muscarinico es una proteina membranal que presenta
siete pasos transmembranales en su cadena polipeptidica con tres asas
intermembranales. La tercer asa intermembranal, tomando como referencia el
extremo amino del receptor, es muy grande, tiene alrededor de 154 restos de
aminoacidos. Esta asa es la principal diferencia en la estructura entre los diferentes
subtipos de receptores; ademas, es la que esta unida a la proteina G; y la diferencia
en afinidad a una serie de moléculas que funcionan como agonistas y antagonistas.
Los receptores muscarinicos tienen como principales agonistas a la Ach, el
carbaco! y la muscarina, mientras que el antagonista no selectivo para los cinco
subtipos de receptores muscarinicos es la atropina. Los antagonistas especificos
para cada subtipo son la pirenzepina para el M,, la galamina y el AFDX-116 para
el subtipo M,, el 4-difenilacetoxil-N-metilpiperidina metiodide (4-DAMP) para el
subtipo M, la himbicina para el My y M; (tabla 2) (Michel, et.al. 1990; Alonso,
et.al. 1990).

Este tipo de receptores que estan acoplados a proteinas G utilizan vias de
transduccién mediados por segundos mensajeros. Estos mecanismos de
comunicacion celular normalmente son mas lentos que aquellos en donde la via de
comunicacion son canales i6nicos unidos al receptor, pero tienen una mayor

posibilidad de ser regulados a diferentes niveles, desde la proteina (receptor), el
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efector, el segundo mensajero y el blanco de éste, aparte de los sitios de

interaccion del receptor con antagonistas y agonistas del mismo.

RESPUESTAS BIOQUIMICAS PRIMARIAS MEDIADAS POR
RECEPTORES COLINERGICOS DE TIPO MUSCARINICO

Inhibicién de la
Adenil-ciclasa

Estimulacion de
la Fosfolipasa C

Regulacion de canales
de K+ y Cat++

Figura 7. Respuestas bioquimicas principales moduladas por receptores muscarinicos, los cuales
estan acoplados a diferentes proteinas G que inducen varias respuestas intracelulares, éstas
pueden ser la formacion de segundos mensajeros (IP;, DAG, AMPc) y regulacion de canales

iénicos. (Modificado de Siegel, G., Basic Neurochemistry, 1994).
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1.4.1.3. Proteinas G y efectores acopladas a receptores muscarinicos

Se ha descrito ampliamente que los receptores muscarinicos
metabotrépicos se encuentran unidos a proteinas efectoras a través de proteinas G.
Estas proteinas pueden estar acopladas a la adenilciclasa (AC) o a la fosfolipasa C
(PLC) (Larocca, et.al. 1994). Las proteinas G son trimeros polipeptidicos, los
cuales estan consituidos por una subunidad o, una By unay; laceslaqueledala
diversidad a estas proteinas. Se les llama proteinas G por su capacidad de unir
nucledtidos de guanina, el guanosin trifosfato (GTP) y el guanosin difosfato
(GDP).

La dindmica en la activacion de la proteina G, consiste en la estimulacion
del receptor, lo que constituye una sefial para que se una la proteina G al receptor,
dando como resultado la disociacién de la subunidad o de la B y y; entonces la
subunidad o se une a un efector, que puede ser la AC o la PLC (figura 7). La
unién de la subunidad o al efector dispara su actividad generando la sintesis de
segundos mensajeros: la AC forma AMPc, y la PLC forma IP; y DAG. En los
casos del AMPc v el DAG, pueden activar proteina-cinasas directamente, las
cuales a su vez tienen como objetivo fosforilar otras proteinas y enzimas. En el
caso del [P, este se unira a un receptor conocido como receptor a IP; en el reticulo
endoplasmico que libera Ca”* al citoplasma el cual puede a su vez activar enzimas
y proteinas (Hynie, et.al. 1989; Irving, et.al., 1992).

Los agonistas muscarinicos estimulan la hidrélisis de fosfoinositidos por la
activacion de la PLC. El resultado de la hidrolsis del fosfatidilinositol bifosfato
(PIP,) , como ya se dijo, resulta en la produccién de segundos mensajeros como
el IP; y DAG (figura 8). Se sabe que como resultado de la activacion de los
receptores mu_scan’nicos ocurre una activaciéon de cinasas dependientes de

Ca”’/calmodulina y de protein-cinasa C (PKC). Por otro lado también se puede
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activar la fosfolipasa D (PLD) que hidroliza fosfatidilcolina en una respuesta a la

activacion de la PKC.

Los receptores muscarinicos presentan una gran diversidad de respuestas
dependiendo del tipo de proteina G a la que este asociado, por esta razon, la
cantidad de procesos y actividades que puede desencadenar la union de la

acetilcolina in vivo resulta de gran importancia para la fisiologia de Ia célula que

los contenga.

Espacio extracelular

ca?*

o+

Reticulo endoplasmico )

™~ o
Figura 8. Sistema de transduccion de receptores acoplados a proteinas G,. La hidrolisis de
fosfoinositidos resulta en la formacion de [Py, el cual se une a un receptor €n el reticulo
endoplasmico y libera Ca™. Por otro lado, se forma DAG, gue induce una activacion de la
protein-cinasa C, que tiene como funcién fosforilar proteinas. (Modificado de Siegel, G., Basic

Neurochemistry, 1994).
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2. ANTECEDENTES

2.1. NMDA vy Potasio en procesos de diferenciacién y sobrevivencia en células
granulares

Se sabe que la activacion de al menos un subtipo de receptor de L-
glutamato, el NMDA, juega un papel importante en algunos de los eventos del
desarrollo de las células granulares del cerebelo. La activacion de los receptores
de tipo NMDA y la despolarizacion por potasio afecta los procesos de migracion
de estas neuronas (Rossi, etal, 1993; Hockberger, et.al, 1987). También,
contrario a lo que ocurre en neuronas maduras, la estimulacion de células
granulares con NMDA y altas concentraciones de cloruro de potasio (KCI)
promueven la sobrevivencia en cultivo (Gallo et.al., 1987; Balazs et.al., 1988).

En un estudio previo, demostramos que en neuronas granulares de cerebelo
el NMDA (150 uM) y KCl (40 y 25 mM) promueven la activacion de la PAG a
los 3 - 5 DIV (Moran etal., 1992). Este efecto fue dependiente de la edad del
cultivo y de la concentracién de las drogas y fue especifico para enzimas
relacionadas con la sintesis de L-glutamato como neurotransmisor, ya que ofras
enzimas no modificaron su actividad como la LDH y la GLDH. Otra enzima
involucrada en la sintesis de glutamato como neurotransmisor, la AAT, también
incrementa sus niveles de actividad si las células se estimulan con NMDA y KCI
(Mor4n, et.al,, 1992). Recientemente hemos encontrade que el aumento en la
activacién de esta enzima es el resultado de un aumento en la cantidad de la
misma y de su ARNm, indicando que l2 influencia trofica afecta directamente la
expresion génica de estas células (Alavez, et.al., 1996)

Existen multiples estudios que han demostrado que para promover la
sobrevivencia y la diferenciacion de estas células se requiere de un aumento en la

concentracion intracelular de ca® ( Balisz, et.al., 1987, 1988 1989 y 1992; Gallo,
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et.al., 1987; Irving, etal., 1992; Moran, etal., 1989; Collins, et.al., 1991) sin que
se conozca exactamente el mecanismo a través del cual el Ca’" participa en los
mecanismos de la muerte programada y de la diferenciacion neuronal.

Esta serie de estudios sugiere que durante el desarrollo in vive de las
células granulares la activacion de los receptores de glutamato tipo NMDA
representa una sefial trofica que promueve la sobrevivencia y maduracion. Esta
idea esta apoyada por el hecho de que los periodos criticos observados en la
accion del NMDA en cultivo coinciden muy cercanamente en ticmpo con los

procesos de innervacion de estas células por las fibras musgosas.

2.2. Acetilcolina en procesos de diferenciacion y sobrevivencia

Se ha demostrado en distintos tejidos que la ChAT y AChE pueden
participar en el desarrollo. Tal es el caso del epitelio pigmentado retinal (REP), en
el cual, durante el desarrollo se observa un importante incremento en la densidad
de receptores nicotinicos y muscarinicos M, muestran que la privacion de este
neurotransmisor afecta el desarrollo de estas células (Salceda, 1994; Osbome,
et.al., 1991; Sugiyama, et.al., 1997 & Stroeva, et.al., 1983).

En el cerebelo, las células de Purkinje muestran una actividad importante
de ChAT durante el desarrollo postnatal. Se ha observado en cultivos disociados
de cerebelo embrionario que hay una produccién importante de acetilcolina (Ach)
durante la primer semana en cultivo. La presencia de carbacol 10 pM en estos
cultivos de células de Purkinje induce un aumento del nimero de neuronas
(Howard, etal. 1994 & Cohen-Cory, etal. 1991). La activacion de estos
receptores tiene un efecto selectivo en las células de Purkinje, lo que sugiere que

la acetilcolina es indispensable durante su desarroilo (Howard, etal. 1994 &
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Cohen-Cory, et.al. 1991). Este efecto se bloquea con antagonistas muscarinicos

como la atropina, pirenzepina y metoctramina.

2.3. Acetilcolina en células granulares

Varios trabajos en los ultimos afios, han encontrado una serie de respuestas
de las células granulares luego de ser tratadas con acetilcolina o agonistas de este
neurotransmisor.

Algunos trabajos se concentraron en medir la hidrélisis de fosfoinositidos
luego de estimular neuronas granulares con carbacol. Se observé un incremento
de IP; en un 600% de su valor basal, lo que trae como consecuencia un
incremento en la concentracién de Ca’ intracelular. Ademas se ha descrito que
una estimulacion constante de los receptores induce una respuesta persistente
hasta de dias en el incremento de este segundo mensajero y por tanto en los
niveles de calcio intracelular (Xu & Chuang, 1987; Hynie, et.al., 1989; Simpson,
et.al., 1994, Fukamauchi, et.al., 1993; Del Rio, et.al.,,1994; Gray, et.al., 1995).

En 1991 se demostrd lz existencia de receptores muscarinicos del tipo M; y
M, en las neuronas granulares de cerebelo de rata (Fukamauchi, etal., 1991),
ademas de que la actividad de estos receptores se ve modificada por la edad de las
neuronas {Alonso, et.al,, 1990).

También se ha descrito, que la estimulacién de los receptores a acetilcolina
induce una mobilizacién Ca®" de la misma poza intracelular que lo hace el
glutamato luego de estimular los receptores tipo NMDA y no-NMDA, lo que
indica que son procesos que muchas veces estan cooperando en un mismo sistema
{Irving, et.al. 1992).

‘ Por otro lado, de trabajos relacionados con muerte neuronal, se ha
encontrado que la tetrahidroaminoacridina (THA; sustancia antidemencial)

provoca una disminucién en la muerte programada de estas neuronas {Sunaga,
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etal., 1993). Al mismo tiempo de disminuir la muertc neuronal, induce un
aumento en la expresion de receptores muscarinicos, lo cual abre la posibilidad de
que este farmaco no tenga un efecto directo en la sobrevivencia, sino que aumente
la sintesis de receptores muscarinicos y que a través de éstos se induzca esa
respuesta de prevenir o retardar la muerte. Esto se debe, a que a pesar de existir
receptores a THA en las neuronas granulares, se sabe que estos aumentan de
manera significativa con la edad, pero en momentos criticos en el desarrollo de las
neuronas, los receptores muscarinicos se expresan de manera mas significativa y
realmente son los involucrados en el incremento de la sobrevivencia (Sunaga,
et.al, 1993).

Finalmente, trabajos mas recientes sobre muerte apoptdtica, se sefiala la
participacién de los receptores muscarinicos en la prevencion de la muerte
neuronal. Los receptores involucrados en este efecto sobre la muerte resultaron ser
del tipo metabotrépico, ya que la nicotina y agonistas especificos para los

receptores tonotrdpicos no tuvieron tal efecto (Yan, et.al., 1995).

Estos antecedentes dan una clara idea de que los receptores muscarinicos
tienen efectos diversos en etapas tempranas del desarrollo de neuronas granulares.
Ademds, las vias colinérgicas representan una importante fuente de aferencia
sobre estas neuronas, a través de las fibras musgosas en los dias criticos del

desarrollo neuronal.
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Considerando los antecedentes previamente revisados, en el presente
estudio se plantean los siguientes objetivos, a ser alcanzados en un sistema in

vitro: las células granulares de cerebelo de rata en cultivo.

3. OBJETIVOS

- Establecer si el desarrollo morfolégico de las células granulares de cerebelo de

rata en cultivo se modifica por la estimulacién con un agonista colinérgico.

- Cuantificar el efecto de estos farmacos sobre la sobrevivencia neuronal en
células granulares de cerebelo de rata en cultivo a diferentes edades en respuesta a

la estimulacién con un agonista colinérgico.
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4. METODOLOGIA

En este trabajo se utilizaron técnicas espectrofotométricas para determinar
actividad enzimatica, viabilidad celular y cuantificaciéon de proteinas, asi como

radioisotépicas para determinacion de actividades enzimaticas.

4.1. Obtencién de cultivos primarios neuronales

Se obtuvieron cultivos primarios de neuronas extraidas de cerebelo de rata
de la cepa Wistar de 7-8 dias posnatales; se siguid la técnica descrita por Patel y
Hunt (1985), y Moran y Patel (1389).

La técnica consiste en separar el cerebelo de manera mecéanica, después
utilizando tripsina al 0.025% se trata el tejido para disociar bien las neuronas. Las
células se sembraron a una densidad de 1.5 x 10 ® cel/ml en platos de cultivo,
tratados previamente durante 24 horas con 5 pg/ml de poli-L-lisina para permitir
la adhesion de las neuronas al sustrato. Las células se cultivaron en un medio
basal Eagle suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor
(GIBCO), 2 mM de glutamina, penicilina y estreptomicina 50 U/ml y 50 pg/ml
respectivamente, y KC1 10 mM. A las 24 horas se les adiciono citosina arabinosa
(10 pM) para evitar la proliferacién de células no neuronales como astrocitos
(Balazs et.al., 1988). Los cultivos se incubaron a 37°C en una atmosfera de 4.5%

de CO, y aire saturado de vapor de agua (Moran y Patel, 1989).

4.2. Tratamiento de las neuronas
Las células se trataron con KCl 25 mM, NMDA 150 pM, MK-801 0.1 pM
de acuerdo con estudios previos en estas neuronas (Moran y Patel, 1989) al 1

DIV.
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Se utilizé carbacol como agonista de la acetilcolina, iniciaimente se
construyé una curva contra concentracion y edad celular para determinar las
etapas criticas del efecto de esta droga en las neuronas granulares. De esta manera,
se trataron las células con concentraciones de 10 mM, 1 mM, 100 uM, 10 pM y 1
uM a diferentes edades que van de los 1,3, 6,7, 8,9, 10 y 13 DIV (Didier et.al.,
1995; Hynie et.al.,, 1989). En la mayoria de los casos se utiliz6 de esta droga una
concentracién de 100 pM al | DIV.

La acetilcolina se uso a una concentracion de 1 uM a diferentes edades.
Con base a estudios anteriores, los antagonistas de la acetilcolina utilizados,
galamina y atropina se utilizaron a una concentracién de 100 pM, mientras que cl
4-DAMP y la tubocurarina 10 pM, todos al IDIV. En todos los experimentos las
células control se trataron con el mismo vehiculo que los experimentales.

Se prepararon soluciones de KCI 25 mM, atropina 100 pM, carbacol 100
uM, MK-801 0.1 pM, NMDA 150 uM, tubocurarina 10 pM y acetilcolina 1 uM
(concentraciones finales en el cultivo) todos de SIGMA; ademas de la galamina
100 uM y 4-DAMP 10 pM de RBI. Las células se mantuvieron en cultivo después
de 5 - 13 DIV, entonces se lavaron con buffer de fosfatos (100 mM) a 37°C y se
homogenizaron para su uso o bien se congelaron a -20°C para los ensayos de

actividad enzimética.

4.3. Evaluacién de la actividad enzimitica de la PAG

La técnica fue descrita por Kvamme y Olsen en 1980 y modificada por
Patel en 1988. Se basa en una técnica radioisotopica y de cromatografia de
intercambio 16nico (anidnico).

La reaccion se inicid afiadiendo 20 pl del tejido (las cajas de cultivo de 35
mm se rasparon en 150 pl de buffer de fosfatos y se sonicaron por 5 segundos)

mas 80 ul de la mezcla de ensayo gue lleva le sustrato marcado (**C-Glutamina
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(.46 mM), buffer de la mezcla (NaCl 90 mM, KCt 56 mM, D-Mannitol 100 mM,
Sacarosa 30 mM, HEPES 4 mM, MgCl, mas 5 ml de buffer de fosfato de sodio
200 mM a pH 7.4), glutamina 4.5 mM, oligomicina 10 mg/mi y antimicina 0.6
mg/ml. Se incubd por 20 minutos con agitacion a 37°C. La reaccién se detuvo
afiadiendo | ml de agua fria, e inmediatamente después se paso Ja muestra por una
columna de intercambio idnico (Dowex-AG-1-X8, BIORAD). La columna se lavé
con agua bidestilada y acido acético 0.005 M. Finalmente el glutamato C se
recuper6 con 6 mi de &cido acético 0.5 M. De esta ultima fraccion se tomo 1 ml,
se le aiiadié 10 ml liquido de centelleo y se cuantificé en un contador de centelleo
liquido.

La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente:

“¢-Glutamina + H,0 PAG* 0mMPO. , “C-Glutamato + NH;

Los resultados se expresan como nanomoles por hora por miligramo de proteina

(nmol/h/mg prot).

4.4, Evaluacién de la actividad enzimitica de la AAT

La técnica fue descrita por Lai, et. al. (1989) y consiste en medir la
actividad de la AAT por medio de una reaccion acoplada en la cual, se utiliza el
oxaloacetato producido por la accion de la AAT como sustrato de una nueva
reaccién enzimatica catalizada por la malato deshidrogenasa (MDH), la cual
consume NADH (midiendo su desaparicion por espectrofotometria) que refleja ta

actividad de la AAT de una manera indirecta:
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L-asp + a-cetoglutaratoA;"T»oxaloacetato + L-glu NADH > MOH y malato +NAD

Se utilizaron dos soluciones para llevar a cabo la reaccion: la solucién A
contiene NADH (5.7 mg), malato deshidrogenasa (MDH;17 Ul/ml = 54.75 ul),
Tritén X-100 (59.5 ), todo disuelto en 35 ml de buffer de HEPES-Tris 90 mM a
pH 7.4, La solucién B se compone de o-cetoglutarato (49.7 mg), L-asp (92.05
mg), todo disuelto en 3.5 ml de buffer HEPES-Tris 90 mM a pH 7.4.

Se colocé en una celda de cuarzo 850 ul de la solucién A y 50 ul de tejido
y se deja que la muestra alcance los 37°C (aproximadamente 2 minutos), después
se agrega la solucion B (100 pl) y se lee en el espectro a 340 nm la desaparicion
de NADH. Los resultados se expresan como unidades de densidad Optica por
minuto (UDO/min), y también en micromoles por hora por miligramo de proteina

(pmol/h/mg prot).

4.5. Evaluacion de la actividad enzimatica de la LDH

Para verificar si el metabolismo celular de las neuronas se modificaba con
los tratamientos antes descritos, se evalué la actividad de una enzima involucrada
en dicha fase celular, la deshidrogenasa lactica.

La técnica fue descrita por Bergmeyer etal. (1968) y consiste en
proporcionar a la célula un sustrato de la LDH, para que se detecte su actividad
por la oxidacién del NADH por medio det espectofotometro.

Se utilizé un buffer de KH,PO, (0.05 M) a pH 7.5, una solucién de
piruvato de sodio (20 mM) y NADH (9.4 mM). La reaccién es la siguiente:
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Lactato + NAD'«——=2 __ » Piruvato + NADH + H'

Se afadio el buffer, la solucion de NADH y la muestra del tejido en una
celda de cuarzo en el espectrofotometro dos minutos hasta que la temperatura
alcanza los 37°C, inmediatamente después se agrego la solucion de piruvato de
sodio y se leyd a 340 nm por espacio de 5 minutos. La actividad se expresa como

micromoles por hora por miligramo de proteina (umol/h/mg prot).

4.6. Evaluacion de la sobreviviencia neuronal por ¢l método MTT

La evaluacion de la sobrevivencia de las neuronas en cultivo, se basa en .
una técnica colorimétrica descrita por Mossman (1983) que mide la
transformacién de MTT {3-(3,5-dimetiltiazol-2-i1)-2-5-difenil tetrazolio}. Esta
técnica consiste en medir la viabilidad neuronal, evaluando la actividad de la
cadena respiratoria de las mitocondrias de las células. EI MTT se incorpora a las
células (mitocondrias) y alli se reduce y se transforma en un producto colorido e
insoluble de color azul, {lamado azul de formazan. Para el ensayo se utilizaron
multicajas de 24 pozos. A cada pozo se le agregd 50 ul de la solucion MTT y se
incubaron a 37°C en una atmdsfera saturada de vapor de agua y CO;, por espacio
de 50 minutos a 1 hora. Pasado este tiempo, se aspiré el medio y se agregd 1 ml
de isopropanol acido (stock hecho con HCI -0.93 ml- aforado a 500 ml con 2-
propanol o isopropanol). Esta muestra, que toma un color azul, se lee en el
espectrofotometro a 570 nm restandole la lectura de fondo 2 630 nm. Los
resultados se expresan como valores relativos al control.

Es importante aclarar que ninguna de las drogas que se utilizaron para
estimular las neuronas es capaz de reducir al MTT, por lo tanto no interfiere en las

lecturas de absorbancia obtenidas.
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4.7. Cuantificacién de proteina por el método Bradford

La cuantificacién de proteina de las muestras de los cultivos neuronales se
llevé a cabo mediante la téenica de Bradford (Bradford, 1976 y Spector, 1978},
utilizando una curva estandar de albiimina bovina.

Las células se rasparon con buffer de imidazol 10 mM frio y se sonicaron
por un periodo de 5 segundos para homogenizar el tejido; se agrega la muestra del
tejido y el colorante. La lectura en el espectrofotémetro es a 395 nm. Los
resultados se expresan en miligramos de proteina por mililitro de tejido

homogenizado (prot. mg/ml).

4.8. Evaluacién morfoldgica

Los cultivos de las neuronas granulares se evaluaron morfolégicamente de
acuerdo a varios parametros que indican el estado de la célula. De esta forma, se
analizé el numero relativo de células, sus somas, el grado de turgencia y tamaiio
de los mismos, las neuritas {grosor, empaquetamiento o adhesién con otras
neuritas vecinas) y el grado de acumulacion de las neuronas. Esta evaluacion se
realizd en cada uno de los cultivos utilizados para medir la sobrevivencia y las
actividades enzimaticas; la observacion se realizd solamente por una persona por

microscopia de contraste de fases y justo antes de cada experimento.

4.9, Anilisis estadistico
El analisis estadistico de los datos se realizé mediante la aplicacion de una
analisis de varianza de disefio aleatorio con experimentos completamente

independientes (ANOVA) con una p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Morfologia

La morfologia de las células se revisé por microscopia de contraste de fases
a diferentes edades, y se evaluaron varias caracteristicas para su evaluacion.

Las células control, luego de 5 dias en incubacién presentan somas
turgentes y cimulos de neuronas, ademas sus procesos son evidentes, y hay una
tendencia a agruparse (fotografia 14). A los 8 dias las células estan menos
turgentes, sus procesos son mas delgados, los cimulos estan integrados por menos
células y son menos frecuentes (fotografia 24). A los 10 DIV las células estan
muertas en su mayoria, y las que sobreviven son pequefias y sus procesos son
delgados (fotografia 34).

Con respecto a las células tratadas con potasio, a los 5 dias presentan
algunos cambios con respecto al control (fotografia 1C), hay mas neuronas, estan
agrupadas y sus procesos son gruesos. A los 8 y 10 DIV los somas son muy
grandes y turgentes, los procesos son gruesos y con un alto grado de agrupacién,
ademas los cimulos estan formados por un gran nimero de neuronas (fotografias
2C y 3C). El numero de células es mucho mayor con respecto a los cultivos
control a la misma edad.

Las neuronas tratadas con carbacol a los 5 DIV no muestran diferencias
importantes con respecto al control (fotografia 1B), sin embargo, a los 8 DIV se
observan diferencias importantes relacionadas al nimero de células y al grosor de
los procesos (fotografia 2B). A los 10 DIV han degenerado pero en menor

proporcion que las células control (fotografia 38).
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Fotografia 1. A, células control, B, células tratadas con carbacol 100 pM a 1

DIV. C, células tratadas con KC1 25 mM a 1 DIV. Fotografiadas a los 5 DIV,
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Fotografia 2. A, células control. B, células tratadas con carbacol 100 pM a 1

DIV. C, células tratadas con KCl125mM a 1 DIV. Fotografiadas a los 8 DIV,
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Fotografia 3. A, células control. B, células tratadas con carbacol 100 pM a 1

DIV. C, células tratadas con KC1 25 mM a 1 DIV. Fotografiadas a los 10 DIV.
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5.2. Sobrevivencia neuronal

En este estudio los resultados de los experimentos de sobreviviencia
neuronal demuestran que la despolarizacién crénica por potasio induce un
inctemento en la sobrevivencia de células granulares de cerebelo (CGC), como se
ha probado en otros trabajos. Este efecto se ve claramente a partir de los 5 DIV, el
cual se prolonga hasta los 14 DIV (Morén, et.al., 1989; Balazs, et.al., 1988).

Para determinar el efecto del carbacol en los cultivos de células granulares
de cerebelo de rata en cultivo, se realizaron experimentos de viabilidad con
diferentes concentraciones de carbacol, asi como a diferentes edades de
tratamiento. De estos experimentos se desprende que las CGC respondian
incrementando la sobrevivencia a los 8 DIV con un tratamiento de carbacol de
100 uM al 1 DIV (grafica 3). El efecto del carbacol en la sobrevivencia de las
células granulares en cultivo no parece ser tan potente como el inducido por
potasio. Este efecto del carbacol se hace mas evidente a los 8 DIV, lo que difiere
al inducido por el KCI el cual incrementa la sobrevivencia a partir de los 5 DIV
(grifica 2).

En la grafica | se muestra el resultado de células de 3 DIV de edad tratadas
con potasio y carbacol. Ninguno de los tratamientos anteriores tiene efecto en la
sobrevivencia de las neuronas con respecto al control.

Cuando las células se trataron al 1 DIV con carbacol y potasio, se midié la
sobrevivencia con MTT a los § DIV resultando que el tratamiento con potasio
induce una incremento en la sobrevivencia neuronal de un 80%, mientras que el
carbacol no tiene efecto (grafica 2). Sin embargo, las células tratadas con carbacol,
a los 8 DIV produce un incremento en la sobrevivencia celular de un 60%
(grafica 3).

El efecto observado con el carbacol desaparece cuando se mide la

sobrevivencia neuronal a los 10 DIV, cuando el potasio induce una sobrevivencia

40



del 150% en relacion al control {grafica 4). Sin embargo es importante mencionar
que fa morfologia de las neuronas a esta edad en el cultivo si difere det control
(fotograﬁas 34y 38).

En la grafica 5 se resumen los resultados de la medida de sobrevivencia
celular en cultivos de 8 DIV de edad con diferentes tratamientos. Se observa que
e} KCl y el carbacol incrementan la sobrevivencia de las neuronas en cultivo en un
150 y 50% respectivamente, El efecto del carbacol no se modifico en presencia de
un antagonista selectivo para los receptores tipo NMDA (grafica 5), lo cual
elimina la posibilidad de que los receptores de NMDA estén involucrados en la
respuesta sobre Ia sobrevivencia inducida por carbacol.

La grafica 6 muestra el efecto de antagonistas muscarincos y nicotinicos en
la sobrevivencia inducida por carbacol. El antagonista nicotinico tubocurarina no
modificé el efecto el carbacol, mientras que la atropina y el 4-DAMP inhibieron
tal efecto. La galamina que actia sobre los receptores tipo M; no modifico el
efecto inducido por carbacol, lo que sugiere que los posibles receptores
involucrados en esta respuesta son del tipo M,.

Para verificar que un estimulo continuo de los receptores colinérgicos es
necesario para inducir la respuesta de sobrevivencia, se trataron células con
acetilcolina a diferentes tiempos, resultando en un aumento de la sobrevivencia en
aquellas que fueron tratadas periédicamente, en comparacion con las que solo

recibieron el estimulo una o dos veces (grafica 7).
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Gréafica 1. Células tratadas con KCl 25 mM y carbacol (Cb) 100 uM a 1 DIV. Se evalud la
sobrevivencia a los 3 DIV. ANOVA, n=6.

SOBREVIVENCIA CELULAR EN
NEURONAS GRANULARES EN CULTIVO

1504

Transformacion
de MTT (%)
g

50+ “ ,: !

Condiciones

Grifica 2. Células tratadas con KCI 25 mM y carbaco) (Cb} 100 pM a 1 DIV. Se evalué la

sobrevivencia a los 5 DIV. ANOVA, n=6. (*} es diferencia significativa con respecto al control.
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Grifica 3. Células tratadas con KCl 25 mM y carbacol (Cb) 100 uM a | DIV. Se evalud la

sobrevivencia a los 8 DIV. ANQVA, n=6. (*) es diferencia significativa con respecto al control.
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Grifica 4. Células tratadas con KCl 25 mM y carbacol (Cb) 100 uM a 1 DIV. Se evalud la

sobrevivencia a los 10 DIV. ANOVA, n=6. (*) es diferencia significativa con respecto al control.
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Grifica 5. Células tratadas con KCI 25 mM, carbacol (Cb) 100 pM y MK-801 0.1 pM a 1 DIV. Se evalud

la sobrevivencia a los 8 DIV. ANOVA, n=6-8. (*) es diferencia significativa con respecto al control.
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Grifica 6. Células tratadas con KCl 25 mM, carbacol (Cb) 100 pM, Galamina, Atropina 100 pM, 4-
DAMP 10 uM y Tubocurarina {0 pM 2l | DIV. Se evalud la sobrevivencia a los 8 DIV. ANOVA, n=6-10.
{*} es diferencia significativa con respecto al controt y (**} es diferencia significativa con respecto al

carbacol.
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Gréfica 7. Células tratadas con KCl 25 mM, carbacel (Cb) 100 pM a 1 DIV, Acetilcolina 1 pM a
1,3,5.7 DIV, como se indica en la grafica al pie de las condiciones. Se evaluo la sobrevivencia a

los 8 DIV. ANOVA, n=6-9. (*) es diferencia significativa con respecto al control.
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5.3. Actividad de la PAG

Esta enzima, como ya se menciond, sirve como un marcador de
diferenciacién en células granulares en cultivo. Cuando estas neuronas se tratan
con KCl o NMDA se induce una activacion significativa en la PAG, proceso
asociado a la diferenciacion neuronal (Balazs et.al., 1988; & Moran et.al. 1992;
Patel et.al. 1990).

En este estudio, las células se trataron con carbacol 100 pM a 1 DIV y se
evalu6 la actividad de la enzima a dos diferentes edades. La grafica 8 muestra que
células de 5 DIV tratadas con KCl incrementan la actividad de la PAG en un
100% con respecto al control, mientras que el carbacol no mostré ningun efecto
(grafica 8). Sin embargo en células de 8 DIV tratadas con carbacol se induce un
incremento en la actividad de la PAG de un 40% con respecto al control (grafica
9). Las células tratadas con carbaco!l y atropina o 4-DAMP mostraron una
reduccion significativa en la actividad de la enzima con respecto al carbacol solo,
mientras que la galamina sélo redujo marginalmente de forma no significativa el

efecto del carbacol {grafica 9).
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Grafica 8. Células tratadas con KC1 25 mM a y carbacol (Cb) 100 uM a 1 DIV, La evaluacién de la PAG

se realizo a los 5 DIV. ANOVA, n=7-11. (*) es diferencia significativa con respecto al control.

. ACTIVIDAD DE LA PAG EN NEURONAS
GRANULARES EN CULTIVO

-

[<J]

o
i

1001

50

Actividad de PAG
(nmol/h/mg prot)

Condiciones

Gréafica 9. Tratamiento de neuronas con KC 25 mM, carbacol (Cb) 100 uM, Atropina y Gelamina 100 uM
y 4-DAMP 10 pM a 1 DIV. La evaluacién de la PAG se hizo a los 8 DIV. ANOVA, n=8-12. (*) es

diferencia significativa con respecto al control y (**) es diferencia significativa con respecto al carbacol.
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54. Actividad de 1a AAT

Al igual que la PAG, la AAT es otra enzima que se encarga de sintetizar L-
glutamato como neurotransmisor, por lo que también se utiliza para determinar el
grado de diferenciacion en neuronas granulares en cultivo (Moréan et.al., 1992). De
manera semejante a los experimentos para la PAG, se trataron las células con
diferentes drogas, y se midi6 la actividad de la AAT a los 8 DIV.

En la grafica 10 se muestran los resultados de células tratadas con KCI 25
mM, carbacol 100 pM, atropina y galamina 100 uM y 4-DAMP 10 uM a | DIV,
Las células tratadas con potasio inducen un incremento del 100% en la actividad
de la AAT con respecto al control. El carbacol indujo un incremento del 70% en
fa actividad de esta enzima. Las células tratadas con atropina o 4-DAMP,
mostraron una disminucion significativa en la actividad de la enzima inducida por
carbacol, similar a los niveles de las células control, mientras la galamina no
modifica este efecto (grafica 10). El MK-801 tampoco altera la respuesta

inducida por el carbacol.
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Grifica 10. Tratamientos con KCI 25 mM carbacol (Cb) 100 pM a 1 DIV, Atropina y Galamina
100 M, 4-DAMP 10 yM y MK-8010.1 pMa I DIV. La evaluacién de [a AAT se hizo a los 8
DIV. ANOVA, n=8-11. (*) es diferencia significativa con respecto al control y (**) es diferencia

significativa con respecto al carbacol.
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5.5. Actividad de la LDH

Para saber si el efecto producido por el carbacol en el aumento en la
actividad de PAG y AAT era especifico, se realizaron experimentos midiendo la
actividad de una enzima involucrada en ¢l metabolismo general de la célula, la
deshidrogenasa lactica (LDH). Los resultados de la grafica 11 muestra que esta
enzima no se modifica en células tratadas con carbacol, lo que indica que el efecto
generado por este agonista colinérgico es especifico para dichos eventos
involucrados en la diferenciacion (sintesis del L-glutamato como nerotransmisor)

y la sobrevivencia neuronal.

ACTIVIDAD DE LA LDH EN NEURONAS
GRANULARES EN CULTIVO

Actividad de 1a LDH
(umol/h/mg prot)

Condiciones

Grafica 11, Células de § DIV de edad. Se trataron con KCI 25 mM y carbacol {Cb) 100 pM al |
DIV y se midi6-la activida de la LDH . Los resultados no muestran diferencias significativas

entre los tratamientos.
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6. DISCUSION

Los resultados de este estudio sugieren que el carbacol tiene un efecto
trofico durante una etapa particular del desarrollo de las neuronas granulares en
cultivo. Como ocurre en neuronas tratades con NMDA y potasio (Morén,
et.al., 1989; Balazs, et.al., 1987, 1988 y 1992), las neuronas tratadas con carbacol
muestran cambios significativos en su morfologia, como la formacion de
agregados, la agrupacién de los procesos, turgencia de los somas, la cantidad de
neuronas relativas en el plato de cultivo, etc. Sin embargo, a diferencia del potasio
y el NMDA, los efectos inducidos por el carbacol ocurren durante un periodo de
tiempo distinto, esto es, desde los 7 hasta los 10 DIV. El maximo efecto del
carbacol sobre las neuronas sc observa al 8 DIV. A los 10 DIV, se observa una
degeneracién neuronal global: las células disminuyen en nimero, los procesos son
cortos y delgados y los somas van perdiendo turgencia. En cuanto a las células
tratadas con potasio, éstas mantienen las caracteristicas morfologicas durante
tiempos mas largos (i.e. 1-11 DIV), que cubre el total del periodo observado.

Ademas, la respuesta que induce el carbacol en la sobrevivencia neuronal
también ocurre en los dias criticos del desarrollo de las neuronas, esto es, a los 8
DIV, cuando se observa el pico maximo en los niveles de la sobrevivencia celular,
Este periodo es posterior al encontrado en el mismo modelo pero estimulando los
receptores tipo NMDA (Moran, et.al., 1989; Balazs, et.al., 1987, 1988 y 1992;
Gallo, et.al., 1987), en donde el incremento en la sobrevivencia de las neuronas
granulares en cultivo es evidente entre los 5-7 DIV.

Los resultados obtenidos, coinciden con el trabajo de Yan (1995), quien
demostré que las neuronas granulares en cultivo pueden ser rescatadas de la
muerte programada luego de estimularlas con un agonista colinérgico por un

espacio de 5 a 10 DIV. Dicho protocolo indica, que en células crecidas en
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condiciones despolarizantes (KCI 15 mM y 25 mM) la muerte neuronal
sobreviene entre los dias 8 y 11 en cultivo. Si estas neuronas se estimulan por un
espacio de 5 a 10 DIV con carbacol (100 uM - | mM), se induce un incremento en
la sobrevivencia celular de hasta un 50%. Las diferencias entre los resultados de
Yan y los nuestros, es que ellos evaliian la sobrevivencia en neuronas crecidas en
alto potasio, ademas que lo hacen en tiempos mas largos (de 8 a 11 DIV).

Es muy claro que el carbacol, que tiene una vida media mayor que la Ach
(hasta por mas de 7 dias en el cultivo) , induce una respuesta en el incremento de
la sobrevivencia en estas neuronas (Fukamauchi, et.al., 1991 y 1993). Los
experimentos realizados en este trabajo utilizando Ach demuestran que los
receptores colinérgicos necesitan una estimulacion constante durante un cierto
periodo de tiempo para tener efecto en la sobrevivencia neurcnal. Esto se debe a
que en experimentos donde se dan pocos pulsos de Ach, ésta es degradada muy
rapido por la AchE, la cual es abundante en células neuronales y gliales, lo que
impide que el estimulo sea suficiente para inducir la respuesta de la sobrevivencia
celutar. En ¢l animal, esto puede ser mucho mis claro si se piensa que la fuente de
Ach en este circuito cerebelar proviene de las fibras musgosas, las cuales tienen
una identidad mayoritariamente colinérgica y que el aporte de este
neurotransmisor es constante en las etapas criticas de! desarrollo del organismo. El
establecimeinto de dicha via se lleva a cabo en un periodo de tiempo desde la
primer semana hasta la tercera, alrededor del dia 21 luego del nacimiento (Jto,
1984), lo que coincide muy bien con los tiempos en los que se experimentan con
las neuronas en el laboratorio. Al mismo tiempo que estas conexiones S€
establecen, se llevan a cabo procesos de desarrcllo intrinsecos a ias neuronas, tales
como la muerte neuronal, la migracion y por supuesto la diferenciacion. A estas
alturas del desarrollo, las fibras musgosas desarrollan sinapsis con las dendritas de

las neuronas granulares, aportando tanto glutamato como acetilcolina. La
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diferencia en las respuestas en la sobrevivencia neuronal en cultive con
tratamientos con NMDA y carbacol puede extrapolarse a niveles in vivo. En
nuestros estudios in vitro observamos que primeramente hay una respuesta de las
neuronas estimuladas con NMDA y una mas tardia en respuesta al carbacol. Esta
secuencia en las respuestas a diferentes tiempos por distintos estimulos puede
proveer a las neuronas de sefiales que les permitan llevar a cabo procesos del
desarrollo. Fisiolégicamente no se ha discriminado hasta ahora si la poblacion de
fibras musgosas colinérgicas o glutamatérgicas innervan a diferentes tiempos las
dendritas de las células granulares. Existen varias posibilidades para interpretar la
accién del L-glu y la Ach in vivo. Se puede proponer la existencia de dos
poblaciones neuronales (innervadas y no innervadas por las fibras musgosas) que
responden de manera diferencial a distintos estimulos (glu y Ach) sobreviviendo o
no. Estas que sobrevivieron, pueden recibir fibras de una identidad especifica, que
innervan primero a las células granulares y que las provee de un estimulo inicial
posiblemente glutamatérgico, que les asegurard responder a los siguientes
estimulos a mediano y largo plazo durante su desarrollo y que podria ser de
naturaleza colinérgica.

En los experimentos donde se trataron las neuromas con carbacol y
tubocurarina (antagonista selectivo para los receptores tipo n,), no se modifico el
efecto inducido por el carbacol solo, lo que indica que la respuesta estd mediada
por los receptores muscarinicos. Este efecto en el incremento del 50% en la
sobrevivencia inducido por el carbacol parece estar modulado por receptores
muscarinicos del tipo M;, ya que cuando las neuronas se trataron con antagonistas
generales para los receptores muscarinicos (atropina) y con el antagonista
selectivo para los receptores tipo M; (4-DAMP) se a;bate dicho efecto, mientras
que el antagonista selectivo para los receptores tipo M; {Galamina) no medifica

dicha respuesta. El hecho de comparar ambos receptores muscarinicos, es porque
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Gray (1995) y Fukamauchi (1993) demostraron que las neuronas granulares de
cerebelo en las primeras semanas luego del nacimiento, solamente expresan
receptores nicotinicos tipo n, y muscarinicos M, y M. Esto indica que cuando el
receptor {(M,) es estimulado, el sistema de transduccion resulta en el incremento
de los niveles de Ca” intracelular via IP;. Este sistema tiene una semejanza con el
efecto inducido por ia estimulacién con NMDA, el cual incrementa también el
calcio intracelular, por un aumento en el paso del cation desde el espacio
extracelular a través del canal acoplado al receptor. Esto sugiere que el ca™
puede ser pieza importante en esta sefial que previene la muerte programada en
este tipo de neuronas.

Con respecto al incremento en los niveles de la actividad de laPAG y AAT
(resultando en la sintesis de L-glu como neurotransmisor) el carbacol induce un
efecto muy semejante al que se observa con la estimulacién con NMDA, como lo
han demostrado Moran (1992) y Balasz (1992), el cual produce un incremento ¢n
la actividad de ambas enzimas en un 60% de la PAG y un 50% de la AAT ;
aunque al igual que en el caso de la sobrevivencia, éste se presenta a un plazo mas
largo. El resultado en el aumento de la actividad de ambas enzimas por la
estimulacién con carbacol, que induce un incremento del 50% en la PAG y el 70%
en la AAT, refleja que estas neuronas responden activamente en su proceso de
diferenciacién bioquimica por la estimulacion de los receptores muscarinicos.
Estos datos reflejan una coincidencia en tiempo con respecto al aumento de las
actividades enzimaticas y la sobrevivencia celular, lo que indica que la
estimulacién de los receptores colinérgicos induce tanto un incremento en la
sobrevivencia asi como en la diferenciacién, procesos que posiblemente sean
paralelos.

Al igual que en el caso de la sobrevivencia, el factor comun en la

. ey 24 . . .
diferenciacién es el Ca’ intracelular, ya que en estudios anteriores se ha
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demostrado que el incremento de este cation por la estimulacién con agonistas
colinérgicos induce respuestas en la sobrevivencia neuronal (Fukamauchi et.al.,
1991). Hay antecedentes que el incremento del calcio intracelular induce la
diferenciacién en diferentes tipos neuronales, tal es el céso de las mismas
granulares cuando se tratan con NMDA (Morén, et.al., 1989), también en el caso
de las células de la retina, cuando se estimulan los receptores colinérgicos tipo M,
(Salceda, 1994). Por otro lado, es importante mencionar también el trabajo de
Wong (1995), en el que demuestra cémo los cambios en las concentraciones de
calcio intracelular inducidas por Ia liberacion del catién del reticulo endoplésmico,
se deben a la estimulacion de los receptores muscarinicos en la retina, que
sumandose a las evidencias ya mencionadas, apoyan la participacién de este tipo
de receptores en la diferenciacién bioquimica de algunas células.

En ambos modelos experimentales {estimulacién con NMDA y carbacol en
células granulares en cultivo), hay semejanzas en los mecanismos que inducen un
incremento en la sobrevivencia y diferenciacién neuronal, por ejemplo, el NMDA
promueve la sobrevivencia y diferenciacién de estas neuronas, y este proceso esta
mediado por un receptor acoplado a un canal idénico permeable al Ca®", mientras
que el efecto resultante por la estimulacién con carbacol esta mediado por un
receptor acoplado a una proteina G, la cual produce segundos mensajeros por la
hidrélisis del PIP,, y finalmente el IP, libera calcio de una poza intracelular. Por
otro lado, coincidiendo los trabajos de Gray (1995) y Fukamauchi (1991), se
encontré que un estimulo continuo de los receptores colinérgicos induce un
incremento maximo en los niveles de calcio intracelular por accion de la unién de
IP, en el reticulo endoplasmico.

En resumen, en este trabajo demostramos el incremento de la actividad de
las enzimas PAG y AAT por la estimulacién de las células granulares con

carbacol, y bloqueadas con atropina y 4-DAMP. Con relacion a la actividad de
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PAG, la galamina demuestra una tendencia a disminuir la respuesta inducida por
el carbacol, y aunque estadisticamente no hay diferencia entre el efecto de las
células control y el efecto del tratamiento de carbacol y galamina, es claro
también, que Jos efectos de este ultimo tratamiento se encuentran cerca a los
valores controles; aqui es importante mencionar que la galamina es un antagonista
de los receptores M,, y se sabe que también es capaz de unirse al receptor tipo M,
aunque con una menor afinidad, asi que esta diferencia entre los tratamientos tal
vez se deba a una interaccién de la galamina con los receptores M.

Finalmente, los resultados de la actividad enzimatica LDH, demuestran que
las anteriores respuestas en la modificacidn de los indices de sobrevivencia y
diferenciacion son especificas, ya que la LDH, una enzima que estd involucrada

en el metabolismo general de la célula, no modifica su actividad.

56



7. CONCLUSIONES

Todas las evidencias presentadas en este trabajo aportan las siguientes

conclusiones:

- La morfologia y sobrevivencia de las células granulares en cultivo se modifica

con el tratamiento con carbacol, induciendo su desarrollo en tiempos mas cortos.

- De la misma forma, este estimulo propicia que estas células alcancen mas rapido

su madurez, es decir, su diferenciacion bioquimica.

- Los efectos inducidos por la estimulacién con carbacol en los procesos de
sobrevivencia y la diferenciacién de neuronas granulares en cultivo durante su
desarrollo, parecen estar mediados por receptores colinérgicos muscarinicos tipo

M, y se observan en una etapa critica durante el desarrollo.

- La secuencia en la respuesta a diferentes estimuios (NMDA y carbacol) puede
sugerir procesos de sobrevivencia y diferenciacién semejantes a diferentes

tiempos en el desarrollo in vive del organismo (glutamato y acetilcolina).

- Un factor comin en estas respuestas en el desarrollo de las neuronas es el
incremento de la concentracion de calcio intracelular, que parece ser una sefial
fundamental en la célula para iniciar los procesos que llevan a la sobrevivencia y

diferenciacion celular.
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AAT

AC

Ach

AchE
AcCoA
AMPc
L-asp (Asp)
Ca”

CAT (ChAT)
Cb

CGC

Ch’

Cit

CL
4-DAMP
DNA {ADN)
DIV

DAG

L-glu {Glu)
Gal

GLDH

Gin

GTP

IP;

KCl

8. ABREVIATURAS

Aspartato Aminotransferasa
Adenilato ciclasa

Acetilcolina
Acetilcolinesterasa

Acetil coenzima A
Monofosfato de adenosina ciclico
Acido aspartico

Calcio (cation divalente)
Colin acetiltransferasa
Carbacol

Células granulares de cerebelo
Colina

Citrato

Citrato liasa
4-difenilacetoxy-N-metilpiperidina metiodado
Acido desoxiribonucléico
Dias in vitro

Diacilglicerol

Acido glutamico

Galamina

Glutamato deshidrogenasa
Glutamina

Trifosfato de guanidina
Trifosfato de inositol

Cloruro de Potasio
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L.DH Deshidrogenasa lactica

MDH Malato deshidrogenasa

mM Milimolar

uM Micromolar

MK-801 (5)-metil-10,1 1-dihidro-5H-dibenzol(a,b)cilcohepten-5,10-
iminomaleato

MTT 3-(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difenil tetrazolio

NADH' Dinucledtido de nicotin amida reducido

NMDA Acido N-metil-D-aspartato

Na' Sodio (catién monovalente)

OxAc Oxaloacetato

PAG Glutaminasa activada por fosfato

PIP, Fosfatidil inositol bifosfato

PLC Fosfolipasa C

PLD Fosfolipasa D

PKC Proteina cinasa C

Pyr Piruvato

RNA (ARN) Acido ribonucléico
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