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En studios previos se ha demostrado que la estimulaci6n crbnica con alto potasio 

(HK) o w n  N-metil-D-aspartato (NMDA), un a g o ~ s t a  de 10s receptores sinhptiws del 

glutamato (Glu), promueven la diferenciaci6n morfoli,@ca y bioquimica de  las neuronas 

granulares de cerebelo en cnltivo, tomando como parhetro las actividades de  la aspartato 

aminotransferasa (AAT) y la glutaminasa activada por fosfato (GAF), dos enzimas 

relacionadas w n  la shiesis del glutamato neurotransmisor. 

En este studio se discute la posible influencia de factores sk ims  en la 

sobrevivacia de  las &lulas granulars de cerebelo y se analiza la acci6n trofica promovida 

p r  el NMDA y HK a partir de la deteminacibn tanto de la actividad de la GAF como de la 

viabilidad celular mediante la tknica del MTT [3-(4,5-dimetiltiazo1-2yl)-2,5-bromuro de 

difeniltetrazolio]. Se enconhi, que la despolarizaci6n generalizada ejercida por el HK y la 

despolarizaci6n especifica inducida por el NMDA son necesarias para la activacidn de la 

GAF en &lnlas crecidas en medios suplementados con suem no asi para las dlulas crecidas 

en un medio quimicamente detinido. A1 evaluar el gtado de participaci6n de algunos 

wmponentes del suero, wmo la insulina y alb6mina de diferentes especies en la viabilidad 

celular, se encontr6 que la primera no tiene efecto por si misma y que la alb6mina bovina 

wmpleta si. El efecto tr6fim de la a l b h i n a  puede ser potenciado por HK o NMDA ya que 

la viabilidad se increment& Las alb6minas de otras especies no tienen efecto en la 

viabilidad. Los sueros completes de diferentes especies, a excepci6n del suero de pollo, son 

necesarios para promover la sobrevivencia de las dlulas. 



La capacidad del sistema nervioso para responder plisticamente ante estimulos 

extemos o ante modificaciones internas del organismo ha hecho que la neurobiologia 

modema dirija sus studios para entender la foma en que diversos factores permiten la 

expresi6n diferencial de genes, la regulacibn de la fomacibn de las neuritas y la actividad 

de 10s wnos de crecimiento ax6nico. Asi mismo, estas investigaciones tmtan de esclarecer 

la forma en que estos factores ejercen cambios adaptativos en las neuronas j6venes para que 

migren, fomen su geometria dendritica, sus sinapsis y sus vias de sintesis de 

neurotransmisores. Se sabe ademis que su participaci6n aunada a la renovacibn en el 

niunero, t ip ,  forma y funci6n de las sinapsis que conectan a 10s circuitos neuronales son 

fundamentales en la adaptaci6n de 10s animals a distintas variaciones del medio. Esta 

plasticidad es mkima durante el desmollo, pero no es privativa de ella, ya que en el 

cerebrn adulto prosigue a Nveles de expresi6n m& bajos y se mantiene durante toda la vida 

de 10s vertebrados (Nieto-Sampedro y Cotman, 1988). De esta forma se hace patente que el 

sistema nervjoso tiene su asiento rnorfofisiol6giw en la wmunicaci6n entre neuronas las 

cuales forman una red de vias especificas, de tal mod0 que cada una de estas puede 

wmunicarse s61o wn  aquellas que formen parte de su via, es por esto que la distribuci6n de 

10s tipos neuronales en este sistema no puede ser azarosa y debe regirse por moduladores 

epigenbticos que durante el desarrollo embrionario originen patrons arquitect6nicos que 

wnjuguen la participaci6n de distintos factores (como neurotransmisores y glia) que, a1 

realizar movimientos predeterminados de agmpaciones celulares, finalmente logren la 

wnst~cci6n del sistema nmioso de un organismo maduro (Saneto, et at., 1989). 

11.2 Desanollo del sistema nmioso central 

El esbozo del SNC humano aparece en el embri6n presornitico durante la tercera 

semana de gestacibn, para este periodo, el cigoto ya ha pasado pot una sene de divisiones 

que se i ~ c i a  w n  la formacibn de la blktula, gistrula que por enterocelia (en el caso de 



mamiferos) origina al celoma. Este es el momento en que se forman las tres capas 

blastodkmicas que d a h  origen a1 individuo y, si e t a s  son vistas en un wrte transversal, 

wrrespondm'an a1 ectodenno, mesodermo y endodermo (Sawai, et a/. 1990; Kato, et a,, 

1991; Staton, ei a/., 1992; Swai, eta1.,1993; Wakamatsu, eta/., 1997). 

El sistema nervioso se origina del ec todmo,  en particular de la zona m b  extema 

denominada neumectodenno. En este period0 de crecimiento el wmplejo 

wtdomesodkmim ya ha liberado evocadores que inducen al neumectodenno a 

dif~enciarje en la placa neural, la cual se encuenha wnstituida por un epitelio 

pseudoestratificado que a1 alcanzar su miximo grosor wmienza a invaginarse a lo largo de 

la linea medio dorsal para formar el surw neural (figura 1). 

En la placa pueden distinguirse dos regions morfol6gicas, donde el extremo 

anterior es mucho m& ancho que el extremo inferior, la primera regi6n dari origen al 

endfalo, en tanto que la m& delgada y caudal, fonnara a la mauls espinal. Desde el 

w m i e m  del desarrollo, la regi6n encealica muestra las subdivisiones que originarin a las 

vesiculas encefilicas primarias o vesiculas cerebrales primitivas: el prosen&falo o cerebro 

anterior, el mesen&falo o cerebro medio y el rombenc6falo o cerebro posterior. La regi6n 

prosencefilica se subdividiri en una telencefilica y diencefhlica, el mesen&falo no se 

divide pero la del romben&falo si, fonnando el metenc4falo y mielenc6falo. M& tarde la 

cavidad telencefilica originari 10s ventriculos laterales y la parte rostra1 del 3m ventriculo, 

w n  la cual se wmunica por agujeros interventiculares. La regi6n diencefilica formari la 

mayor parte del 3- ventriculo, en tanto que la cavidad mescencefilica al reducirse 

wnstituiri el acueducto cerebral, las cavidades del metencCfalo y mielenc4fal0, el 4" 

ventriculo y de la parte medular del tubo neural, el epbndimo. A1 inicio de la 4a. semana, 

cuando el embri6n tiene 7 pares de somitas, a la altura del cuarto par de somitas, y en 

direcci6n &falo-caudal, se empieza a cerrar la placa neural para formar el tubo neural. Las 

ultimas partes en cerrarse son el neuroporo anterior y neuroporo posterior, y lo h a r h  en las 

etapas de  20 a 25 somitas. En el tubo se diferencian 6 placas que son: la del techo situada 

en la linea medio dorsal, la del piso, localizada en la media ventral, dos alares que 

wmtituyen la pane dorsal del tubo, laterales al techo y dos basales, venhales y laterales a1 

piso. Entre las placas alares y las basales se forman (a cada lado) 10s surws limitantes, 



c) mesodenno ventral ~ a k n  

Figura I .  Transformaci6n de la blsstula a gistmla. Blistula de rana (a) y su transformaci6n 

en &mla (3-0. b, iniciado la gastmlacibn; c, eliminaci6n del blastocele o segmentaci6n de la 

cavidad por el gastrocele o arquenter6n; d, gismla campleta temprana; e) Vista externa de la 

gastrula temprana y f) gastrula tardia. 



llamados asi por separar anat6micarnente a las placas alares (las que originan estructuras 

sensitivas) de las placas basales (las que originan estructuras mobices). Achlalmente es 

com6nmente aceptado que el pat1611 inicial del tub0 neural s e  establece al mismo tiempo 

que la gastrulaci6n (Doniach, 1993; Ruiz y Altaba, 1993, figura 2). 

11.3 Neumbiologia del cerebelo 

Como parte del sistema newioso central y desde el punto de vista funcional el 

cerebelo es una estructura que se encarga del control de  la postura y del tono muscular, la 

coordinaci6n de 10s movimientos dirigidos (rftpidos o lentos), ademis se encuentra 

relacionado con el vestibulo, la m6dula spinal, 10s ncclws pontinos 10s rojos y 10s 

cuneiformes accesorios, el tirlamo, el wmplejo olivar, la formacibn reticular, la wrteza 

motom y la de  asociacibn. 

Figura 2. Gastlula tardia. Vista extema 



Figura 3. Vias aferentes y eferentes en el cerebelo. En esta figura se observa la superficie 

del cerebelo (derecha) y 10s n6cleos cerebelares (izquierda). Las vias de salida del cerebelo 

(representado pot las lineas m i s  negras del lado izquiado) sedan a travb del nccleo dentado, del 

nlicleo intequesto y del ndclw fastigial. Las vias de entrada a este 6rgano (lineas claras en el Lado 

derecho) se dao en la wna lateral de 10s hemisferios del cerebelo y pmvienen de la coaeza cerebral 

a travk de 10s ni~clens pontinos. En la figura tambiCn se muestran las entradas que recibe el 

cerebelo del Indo espinocerebelar. 

La organizacibn neuronal general y 10s patrones de interconecci6n en el cerebelo 

maduro ha sido estudiada a gran detalle por una gran cantidad de investigadores, asi rnismo, 

ha sido documentada su ultraestruclura (Gray, 1961). La organizacibn laminar del cerebelo 

(figuras 3 y 4), ha permitido que el rnismo sea un modelo muy utilizado para estudiar el 

desarrollo neuronal (Gray, 1961; Altman, 1982; Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). Uno 

de 10s grandes avances en el estudio de este brgano ha sido la identiticaci6n y aislamiento 

de factores neurotrbficos que es i iu lan la diferenciaci6n y sobrevivencia neuronal 

(Burgoyne, et aL, 1993). 



Figura 4. Diagiama esquemitico que represents parte del folium cerebelar en donde se 

rnuestra 10s cinw tipos neuronales, su localizaci6n y las conexiones de las fibras n e ~ o s a s  

(Modificado de Kandel y Schxvartz, 1985. Fibras trepadom (Cl), fibras musgosas (Mo), cdlulas 

pnulares (a), neuronas de Purkinje p), por liltimo las intemeuronas estrelladas (St), en canasta 

(Ba) y de Golgi (Go). 

11.4 Forma y estructura del cerebelo adulto 

El cerebelo esta wnstituido por 10s hemisferios derecho e izquierdo y por el vermis 

central que esti dividido en 16bulos por cisuras transversales. La sustancia gris del cerebelo 

se sihh en la supeficie como una wrteza delgada que cubre las sustancia blanca central 

donde se localizan climulos pequeiios de neuronas en las partes centrales o nkleos 

cerebelosos (Leeson y Leeson, 1985). La organizacibn cerebelar incluye a cinco tipos 

neuronales (las &lulas estrelladas, en canasta, Purkinje, Golgi y granulares) organizadas en 

tres capas. La mis extema o molecular estB wnstituida por axones de las cdulas granulares 

o fibras paralelas amielinicas, por intemeuronas (dlulas en canasta y estrelladas), par las 

dendritas de las cklulas de Purkinje, Golgi y por las terminales de las fibras trepadoras. La 

siguiente es una monocapa constituida por somas de las &Iulas de Purkinje; por 6ltim0, la 



capa rnh intema (tambiCn llamada capa granular intema), se encuentra formada por somas 

de  las dlulas granulares y de Golgi (figura 5). 

F i b r a s  Pa ra le l a s  

Capa  d e  ctjlulas 
d e  Purk in je  

Figura 5. Vias de entrada y de salida y tipos celulares en la colteza cerebelar. Las c6lulas en claro 

marcan las conexiones sspticas exitadoms y las dlulas en negro marcan las conexiones 

inhibitonas. Las fibras trepadoras y las musgosas establecen wntactos exitadores con 10s nficleos 

cerebelares. 

Las dlulas granulares forman una capa de dlulas compactas, pequefias y pobres en 

citoplasrna, pero w n  un nk.leo abundante en cromatina, tienen de 3 a 6 dendritas wrtas y 

una ax6n amieliniw que asciende a la capa molecular donde se bifurca (Leeson y Leeson, 

1985). Las dlulas de Golgi que ocupan un lugar dentro de esta capa, son menos numerosas, 

y pueden diferenciarse de las granulares por su gran tamaiio y por sus dendritas muy 

atborizadas. En la corteza tambien hay terminaciones de las fibras musgosas y trepadoras 

que pasan a la wrteza cerebelosa a partir de la sustancia blanca del tallo o puente cerebral y 



la mMula espinal (Leeson y Leeson, 1985). Las fibras musgosas son gruesas y hacen 

sinapsis w n  las dlulas granulares mientras que las fibras trepadoras se conectan con las 

espinas dendriticas de las cklulas de Purkinje y con las dendritas de las cilulas en canasta y 

de Golgi (Tranch, 1988; Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). El cerebelo de rata adulta 

posee cerca de 1.1 x 10' cklulas granulares con somas de 5 a 6 p de dihet ro ,  

11.5 Desarmllo embrionario del cerebelo 

A nivel metencefilico, la placa del techo se engrosa a dos niveles para constituir 10s 

velos medulares: el nivel superior queda en el fondo del itsmo (en el limite del metenckfalo 

y mesendfalo) y el posterior pennanece detrhs del cerebelo, pero cuando se inicia el 

desarrollo de la corteza cerbelosa ambos velos casi se tocan. De las placas alares se forman 

dos heas dorsales denominadas labios r6mbicos o placas cerebelosas (de las cuales se 

diferencid el cerebelo), y dos &reas laterales (laterales a las palcas basales y a 10s surcos 

limitantes) cuyas dlulas migmn ventralmente hacia la capa marginal constituyendo (junto 

w n  las &lulas provenientes del mielendfalo) 10s n6cleos pontinos. Estos reciben fibras 

wrtiwpontinas (o pontocerebelosas) que ascienden por 10s peddnculos cerebelosos medios 

a la wrteza cerebelosa. Etas fibras tambih son llamadas musgosas, y transmiten seriales 

excitadoras a las dlulas granulares (a su vez, transmiten el mismo tipo de seiial a las demb 

dlulas de la wrteza cerebelosa y a corto plazo inhiben la descarga de las cilulas de 

Purkinje, ayudando asi, a la coordinacibn de 10s movimientos voluntaries). 

Al principio de la diferenciacibn del cerebelo, la mayor parte de 10s labios mmbicos 

se l o d i z a  en el interior del IV ventriculo. Mientras estos pmanecen en la cavidad, se 

fusionan a nivel de la linea media para formar el esbozo del cerebelo, es decir 10s 16bulos 

laterales, pero antes de finalizar el t e r m  mes fetal, la parte extraventricular se bace miis 

voluminosa y se proyecta &era del t e r n  ventriculo, a este fen6meno se le denomina 

eversidn del cerebelo. 



U.6 Desarrollo postnatal 

El tipo celular predDminante en el cerebelo es!A constituido por las dlulas 

granulares y debido a que son objeto de este estudio, se a b o r d d  su desa~rollo postnatal. 

En la rata la mayoria de las dlulas granulares se generan postnatalmente por una 

divisi6n en la capa germinal externa (EGL), la regi6n especitica de divisi6n se localiza en la 

zona superficial de pmliferaci6n que pemiste hash el dia 21 postnatal (etapa de 

pmliferaci6n). Las dlulas gcanulares inmaduras migran de la zona premigratoria que se 

encuentra en la superficie del cerebelo hacia su posici6n final en la capa granular intema 

(IGL) localizada en la parte mstral del l6bulo rbmbico, esto ocurre a partir del sexto dia 

poshfal. Ram611 y Cajal (1929) fue el primwo en desuibir esta migracibn que, en el caso 

del rat6n, puede durar 3 dias, posteriomente, el desplazamiento neuronal que ocurre a 

travk de la capa molecular y de las dlulas de Pwkinje (Jacobson, 1991) fbe evidenciado 

por Miele y Sidman (1961) al utilizar 3~- t i i id i i a .  Los procesos de proliferacidn y 

rnigraci6n ocurre en las primeras 3 semanas (Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). 

Durante el period0 de migraci6n, las granulares establecen contactos con procesos 

de las dlulas gliales de Bergman y con procesos de las dlulas de Golgi (Rakic, 1971), sin 

embargo la adhesi6n a estos procesos s610 es transitoria ya que despuk pierden su afinidad 

y establecen contactos entre ellas mismas, entre astrocitos y otros tipos celulares (figura5). 

Las primeras entradas sinipticas que reciben las dlulas granulares provienen de las fibras 

musgosas, sinapsis que en rata han sido observadas en cortes histol6gicos obtenidos y 

procesados a partir del quinto dia postnatal (Arsenio-Nuriez y Sotelo, 19851, pero no es sino 

hasta el dia 10 o 12 postnatal cuando la sinapsis es funcional, esto ocurre justo en el 

momento en que se inician 10s contactos inhibidores dados por las dlulas de Golgi hacia 

las dlulas granulares en 10s glomkulos de las fibras musgosas (Burgoyne y Cambray- 

Deakin, 1988). Cabe resaltar que la migraci6n neuronal se encuenfra mediada por 10s 

receptors a N-metil-D-aspartato (Rakic, 1971; Sievers et a/., 1987; Fishell, y Hatten, 1991; 

Kumoro y Rakic, 1992; Hatten, 1993; Kumoro y Rakic, 1993). 

En estadios tempranos del desarrollo, las dendritas cortas de estas dlulas es6n 

localizadas en la capa molecular en donde reciben entradas sinipticas de las fibras 



musgosas (una de las dos principales vias de entrada al mebelo) mienwas que 10s axones 

llegan hasta la capa molecular en donde se bifurcan y dan lugat a las fibras paralelas (via de 

salida del mebelo) las que establecen contactos sinipticos con espinas dendriticas de las 

dendritas de  las dlulas de Purkinje, de las &lulas en canasta y de  Golgi (l3urgoyne y 

Cambray-Deakin, 1988). La formacibn de contactos sinipticos de las &lulas granulares 

sobre las dendritas de las dlulas de Purkinje en particular parece ser necesario para la 

sobrevivencia de  las dlulas granulares (Sofelo y Changenx, 1974). 

If.7 Farmacologia de  las &lulas granulates de cerebelo 

Se ha mencionado que las cklulas granulares reciben entradas sinipticas excitadoras 

de las fibras musgosas provenientes del puente y de la mMula, donde una parte de la 

poblaci6n es colinergica (Kasa y Silver, 1969) y la otra, que por cierto es mny numerosa, 

eslh constituida por fibras que utilizan glutamato como neurotransmisor (Fonnum, 1984; 

Garlhwaite y Garthwaite, 1986) que cuando es liberado, interacciona w n  10s receptores 

sinipticos localizados en las cklulas granulares (Hudson, el aL, 1976); en esta transmisi6n 

sinbptica se  utiliza prefmcialmente 10s receptors que son del tipo NMDA (NMDA-R), 

un receptor subtipo al glutamato (Garthwaite y Brodbelt, 1989; Cambray-Deakin, 1990b). 

El NMDA es uno de  10s receptores m& concunidos dentro de 10s amino&cidos excitadores 

(AAE), m efecto es mediado por el canal acoplado a1 receptor y su activaci6n involucra 

cambios en 10s niveles de calcio intracelular ([cazt]i, la activaci6n de proteinas y la 

expresi6n de genes tempranos (Burgope, et al., 1988; Cambray-Deakin, e! aL, 1990; 

Szekely e! a/.. 1990). Trabajando con rebanadas de hipocampo Kater propuso que la entrada 

de calcio via NMDA-R, modula el crecimiento de las neuritas (Kater, et a!.. 1988); no 

obslante, 10s axones y neuritas de algunas &lulas pueden crecer en ausencia de  filamentos 

de  actina y bajos niveles de calcio, y esto se debe a la inducci6n de genes estructurales 

wmo la p tubulina clase Il (Cambray-Deakin, el aL. 1991; Rashid y Cambray-Deakin, 

1992). Estos y otros resultados sugieren que el glutamato via NMDA-R tiene un papel 

neurotr6fiw importante sobre este tipo celular, pues cuando su accibn es bloqueada por 



antagonistas wmo el APV o cuando el glutamato enddgeno es rernovido, el crecimiento de 

las neuritas se reduce (F'earce, eta/.. 1987). Por ultimo, la presencia del NMDA estimula la 

expresi6n de proteinas del citoesqueleto que a su v a  permite una direccionalidad en el 

crecimiento de las neuritas w n  tangos de crecimiento que van de 12 f i  (wntroles) a 50 

)I/h (Cambray-Deakin, et a/., 1992). 

11.8 Glutamato: Metaholismo, sintesis y mecanismos de liberacibn 

El glutamato (Glu) es tanto un elemento eshuctural de proteinas como un 

intermediario en el metabolismo celular estas cuacteristicas lo hacen h i m  dentro de la 

neurobiologia. En el sistema n e ~ o s o  y en particular en el sistma nervioso central de 

mamiferos, este aminoicido tiene un papel fundamental en la neurotransmisi6n excitadora o 

positiva, no obstante su participaci6n tambien se ha asociado al desarrollo de algunos 

des6rdenes neurof6giws entre 10s que se incluyen el ma1 de Alzheimer, el de Parkinson y 

en la epilepsia (Fonnum, 1985; Rotman, et a/., 1987; Choi, 1988; Choi, y Rotman, 1990; 

Meldrum B. y Garthwaite, 1991). La gran variedad de funciones asociadas a1 glutamato nos 

habla a su v a  de las mhltiples vim de sintesis para este aminohcido y, si ademis le 

aiiadimos la compartamentalizaci6n anat6mica de estos sitios, nos darit wmo resultado una 

especializaci6n metahblica de 10s compartimentos celulares y una interdependencia 

metabblica entrelos tipos celulares (Fomum, 1991. Cap. 15). 

Con objeto de presentar un panorama general de la participaci6n de este aminoicido, 

a continuaci6n se enlistan las funciones que se le asocian: 1) en el metabolismo energttico 

general, localizado en mitocodria (Ottersen, el a/., 1992; Ottersen y Storm-Mathisen, 1985); 

2) em la glia, wmo fijador de iones amonio a travts de la glutamina sintetasa (Martinez- 

Hemhda ,  et aL. 1977); 3 )  en la transmisi6n sin$tica donde la libetacibn del glutamato 

hiutsmisor se da en las vesiculas de manera dependiente de ca2+ (Naito y Ueda, 1985; 

Fomum, et a/., 1992); 4)  wmo precursor del icido y-aminobutiriw o GABA en neuronas 

GABAhgicas (Fomum el aL, 1970; Ribak et a/., 1976). 



El glutamato, al igual que el aspartato, es un aminoicido que no atraviesa la barrera 

hematoencefalica, por lo que las neuronas deben sintetizarlo a partir de precursores como la 

gluwsa. Las enzimas que se  encargan de la sintesis y metabolismo del glutamato se 

localizan en dos wmpartimentos wrebrales que wnstituyen a las dlulas gliales y 

newiosas, de tal forma que la sintesis y en general el metabolismo de  los amino6cidos 

transmisores (Glu, GABA, etc.), dependen de la interacci6n entre las terminales n e ~ o s a s  y 

las dlulas gliales que sintetim y metabolizan a otros grupos de transmisores. (Fonnum, 

1991, Cap.15; Siegel, 1994. Cap. 17). S61o wmo dato adicional mencionaremos que la 

concentracibn del glutamato en el cerebro es de alrededor de 10 mM y la wnwntraci6n de 

glulamina es de 7 mM. (Engelsen, et aL, 1985). En studios inmunohistoquimicos se ha 

demostrado que la wncentraci6n de glutamato en las tenninales glutamatirgicas del 

cerebelo (fibras paraleas, trepadoras y e n  las terminales de las fibras trepadoras) es de 20 a 

30 mM (Ottersen, et al., 1985.) 

Se propone que el glutamato neurotransmisor en las granulares de cerebelo, es 

sintetizado a partir de glutamina por una reacci6n catalizada por la glutaminasa activada por 

fosfato (GAF) (Hamberger et al., 1979; Hertz y Schousboe, 1987), a partir de Lasparlato 

(LAsp) y a-cetoglutarato por una transaminacibn catalizada por la aspartato 

aminotransferasa (AAT) (Altschuler et al., 1985; Wenthol et 01.. 1986; Palailogos et a[., 

1989), o a partir de a-cetoglutarato mediante una reacci6n catalizada por la glutamato 

deshidrogenasa (GLDH), (Patel et al., 1982; Wolf y Schiinzel, 1987). Los cambios 

histolbgiws y la actividad de enzimas como la GAF y AAT correlacionan w n  la 

informacibn hasta ahora wnocida sobre la formacibn de c&lulas y vim glutamatbrgicas en el 

cerebro, por lo cual, se les ha considerado wmo marcadores apropiados de las c&lulas 

granulares; asi mismo, estas enzimas achian de manera sidrgica, pues la sintesis neta del 

glutamato se da por una h;lnsaminaci6n del aspartato mediante la acci6n de la AAT, 

mientras que la GAF provee la formaci6n de glutamato a partir de glutamina proveniente de 

astrocitos. (Palailogos et al., 1989). 



a) Glutaminma Activada por Fosfatos (GAF) 

La GAF es una enzima mitocondrial que se  encarga de la sintesis del neurotransmisor 

glntmato, es activada por fosfatos y algunos hcidos carboxilicos y es inhibida por el 

glntmato, por iones amonio y protons. Su reacci6n es irreversible (Benjamin, 198L; 

Kvamme et al., 1983; Kvamme, et al., 1991). Esta enzima no presenta una distribucibn 

regional (McGeer and McGeer, 1979) ya que se encuentra tanto en la glia como en las 

nenmnm (Altschuler, etaL, 1985; Donnogue y Wenthold 1985; Wenthold et aL, 1986). 

GI- Glu + NH, 

b) Aspartato Arninotransferasa (AAT) 

La AAT cataliza la reaccibn: Asp + 2-oxoglutarato r Glu + Oxaloacetato. 

No presenta una localizacibn especifica en el cerebro (Benuck, et al., 1972). La AAT 

presenta dos isoenzimas que se Iocalizan en compartirnentos diferentes y ademis presentan 

propiedades cidticas diferentes. Ambas isoenzimas son reguladas de diferente forma por el 

subsIrato ( F o M u ~ ,  1968; Magee y Phillips 1971). 

c) Glulamato deshidrogenasa (GLDH) 

La GLDH es una enzima que cataliza una reacci6n reversible, en donde la concenhaci6n de 

10s substrates determina la direcci6n de la misma reaccibn: 

Glu + NADt = NH3 + Zoxoglntarato + NADH + 

es una enzima mitocondrial encargada de la desaminacibn oxidativa, forma iones amonio 

(NH3) y cicla el glutamato a partir del NAD(P)+ (Aoki et 01.. 1987). Algunos de esos iones 

amonio son utilizados en la biosintesis de aminoicidos, mienhas que el exceso es 

elirninado. En vertebrados tmestres 10s iones NH4'son convertidos a urea en el higado 

para ser excretados. (Voet y Voet. 1994). 

La GLDH en un inicio no parecia presentar una distribucibn regional distinta, a no 

ser por encontrarse en mayor concentracibn en sustancia gris en relacibn con la sustancia 

blanca (Leong el 01.. 1984), pero estudios inmunohistoquimicos realizados por Wurdy en 

1991 indican una localizacibn preferencial en dlnlas gliales y en cerebelo (Wurdi y 



11.9 Los Receptors al glutamato y su clasificaci6n fmacol6gica: Una perspectiva general 

Las camcte~sticas fimcionales y farmawl6gicas de 10s sitios que rewnocen al 

glutamato son la base para dar una divisi6n de clases y subtipos de receptores a este 

neurottansmisor (Glu-R). Los Glu-R han sido clasificados como ionotr6picos (iGlu-R) y 

como metabott6piws (,,,Glu-R). Los receptores son proteinas transmembranales con un 

sitio de reconocimiento a diferents agonistas (Nakanishi, 1992; Seeburg, 1993). Se 

conocen como receptores ionotr6piws a aquellos cuyo ligando activa canales i6nicos de 

permeabilidad selectiva, para el caso especifico del glutamato estos receptores 

famacol6gicamente son divididos de acuerdo a su activaci6n preferential, de esta forma se 

encuentran 10s receptores que son del tip0 N-metil- D arpartato (NMDA-R) (Watkins, 

1962,1980 y 1989; Garthwaite y Garthwaite, 1986; Bamard y Henley, 1990; Cull-Candy et 

01.) y a 10s receptores a AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil4-isoxazolep~), que en 

ocasiones es reemplazado por el a g o ~ s t a  quisqualato (QQ) o por el Bcido kainiw (KA). 

Todos etlos e s t b  ligados a canales cati6niws que p m e a n  ~ a +  o Ca2+ al interior de la 

d lu la  y liberan K'. Ertos receptores se relacionan con la neurotransmisi6n ripida (Watkins 

y Evans, 1981; Monaghan, e! a!.. 1989; Watkins etal., 1990). Los ,Glu-R se caracterizan 

por estar acoplados a proteinas, que a su vez se asocian a 10s procesos metab6liws 

celulares, su clasificaci6n, al igual que en el caso anterior, se da en base al tipo de agonista 

al que responde: el QQ es el agonista mis selective para un grupo, mientras que para el 

gn~p del Bcido trans-I-aminociclopentano-1,3-dicarboxil (t-ACPD) el a g o ~ s t a  mis 

potente a el b ido (IS,3R)-I-aminociclopentano01,3-dicarboxliw, en el tercer grupo se 

encuenttan 10s receptor- subtipos que prefieren al L-AP4 (Bcido L-Z-amino-4- 

fosfonobutirico). Los receptores que prefieren al QQ estin unidos a la formaci6n del 

inositol trifosfato y 10s receptores que prefieren al t-ACPD y al LAP4 estkn unidos 

negativamente a la fomaci6n de adenosina 3'5'-monofosfato o AMPc (Nakanishi, 1992; 

Schoepp y Conn, 1993; Schoepp, 1994). Un nuevo sitio se puso en evidencia al estudiar 10s 



subtipos QQ y LAP4 en tejidos neuronales, este nuevo receptor a1 Glu se le ha 

denominado Bcido L-2-amino-6-fosfonohexanoicn y su funci6n ahn no es clara (Hams et 

a/., 1987; Schulte et al., 1994. Figura 6). 

Figum 6. Clasificaci6n de 10s Glu-R de acuerdo al tip0 de agonista a1 que responden 

La amplia distribuci6n y wntribuci6n en el SNC de mamiferos de un receptor 

subtipo al glutamato ha llevado a clasificar a 10s receptores del glutamato en dos tipos: 10s 

que son del tipo N-metil- D aspamto (Nh4DA-R) (Gdhwaite y Garthwaite, 1986; Barnard 

y Henley, 1990; Watkins, 1962,1980 y 1989; Cull-Candy et al.), y 10s que no son del tip0 

NMDA (no NMDA-R) entre 10s que se encuentran el AMPA, Acido Kainico (Barnard y 

Henley, 1990; Watkins, 1989) y el L-AP4 (Monhagan y Ganong, 1988; Watkins, 1980 y 

1989. Tabla I). 



Tabla I. Receptores a 10s AAE en el SNC de mamiferos. (1) No es absoiutamente necesario. (2) 

Algunos no han sido suficientemente investigados. (3) Trammisores; su preferencia por al@n 

recqtor espwifico no s clam. (4) La specificidad de estos subtipos esla en investigacidn. 

(Nakanisbi, 1992). 

Los NMDA-R son ionotr6picos y se encuenhan dentro de los receptores mas 

regulados. Hay no menos de 5 sitios a Iigandos end6genos que incrementan o no la 

probabilidad de que el canal awplado se abra. Estos cinw sitios de regulaci6n son 10s 

siguientes: a) 3 sitios donde se lleva a cabo una modulaci6n positiva: i )  un sitio qne 

reconace al gluiamato, su agonista end6geno (Olverman et al., 1984). ii) un sitio de uni6n 

al wagonista glicina, este sitio es insensible a estricnina (antagonista de 10s receptores a 



glicina) y no es activado por p-alanina, esta zona es considerada wmo un sitio alostknco 

pues a1 unirse la glicina junto con el icido-l-carboxiliw (ACC) se induce la a p e m a  del 

canal (Mayer, 1984; Cull-Candy y Ogden, 1985; Jhonson y Ascher, 1983; Kleckner y 

Dingledine, 1988), y iii) un sitio regulatorio por poliaminas (espemina y espermidina) que 

promueven la activaci6n del receptor (Williams, et al., 1991; Rock y Macdonald, 1991), su 

acci6n es bloqueada por ciertas triaminas como la dietilenetriamina. b) 2 sitios donde se 

lleva a cab0 la modulacidn negativa: i /  un ssitio d&o del canal que es bloqueado p o r ~ g 2 '  

y que regula el influjo de iones (Nowak et al., 1984) y ii) un sitio de uni6n fuera del canal 

para zn2+ que evita la activaci6n del canal (Mayer y Westbrook, 1987). Adem& se presenta 

un sifio donde el canal une drogas wrno la Fe~lciclidina (PCP), el MK-801 y la Ketamina. 

Las propiedades del receptor tipo NMDA son: a) Su alta penneabilidad a1 calcio 

(MacDermot et al., 1986; Mayer et al., 1987), b) su bloquw por magnesio dependiente de 

volcaje (Nowak et al., 1984), d) su modulacibn por glicina (Mayer, 1984; Cull-Candy y 

Ogden, 1985; Jhonson y Ascher, 1983) ye) su alta afinidad (en el orden micromolar) por L 

glutamato (Olverman et al., 1984). Todos estos sitios modulan la a p m a  del canal 

asociado que permea caZ+, Na+ y K' (Pumain y Heinemam, 1985). 

La acci6n del Glu mediada por 10s NMDA-R tiene la caracteristica de modular una 

gran variedad de procesos relacionados con la plasticidad neuronal en cerebros adultos o en 

desmollo, esta acci6n puede ser neurotrbfica o neurothica dependiendo de la regiirn 

cerebral ylo estado fisiol6giw del organism0 (Milani et a1.,1991; Balks, et al., 1988; 

Burgoyne et al., 1993). 

11. I0 Cultivos neuronales 

El anuisis y caracterizaci6n de 10s eventos que se presentan en etapas puntuales del 

desmollo ha incrementado el inter& por entender las bases moleculares, genbticas y 

epigenkticas que wntrolan 10s eventos relacionados w n  10s procesos de proliferaci6n, 

nligaci6n, establecimiento de sinapsis, diferenciaci6n y muerte de 10s distintos tipos 

neoronales. Tratar de estudiar todos estos procesos dentro de sistemas wmpletos seria muy 



wmplicado y no muy ventajoso. Las razones anteriores hacen de 10s cultivos de tejidos un 

metodo muy recurrido en la actualidad ya que permiten la sobrevivencia preferencial de 

algGn tipo neuronal en un determinado estado y tiempo del desarrollo, ademits se puede 

modular los pmcesos que ocurren normalmente en las dlulas. 

Los estudio realidos con esta tknica han sugerido que las dlulas granulares del 

mebelo tienen requerimientos voltaje dependientes (Balh,1990). Balks y Hack en 1990, 

adem& de Kingsbury y Gallo en 1985, analizamn en experimeutos in vitro la 

despolarizaci6n a6nica incrementando la wncentraci6n del Kt en el medio, sobre 10s 

niveles fisiol6gicos (>20mM) (Chalazonitis y Fishbach, 1980; Nishi y Berg, 1981). Antes 

del tercer dia postnatal cuando apenas inicia la maduraci6n bioI6gica de estas dlulas, su 

desarmllo no se ve afectado por la presencia o ausencia de Kf, lo que indica que la 

dependencia de wndiciones despolarizantes se desarrolla paralelamente con la expresi6n de 

I s s  caracteristicas pmpias de la diferenciacibn de e t a s  dlulas como es el desarrollo del 

soma y las dendritas, adem4s de existir la dependencia de altas concentraciones de calcio 

intracelular para el crecimiento de las neuritas (Cambray-Deakiu and Burgoyne, 1992; 

Bwgoyne ef al.. 1988), en correlaci6n con la activacibn de la proteina cinasa C (Cambray- 

De&n el aL. 1990a); tambibn se tiene documentado que la estimulacibn con NMDA 

involucra cambios en la organizaci6n del citoesqueleto, cambios que se requieren para la 

extensi6n de las neuritas (Rashid and Cambray-Deakin, 1992; Bigot el aL, 1991). 

Bashdose en estos hallazgos se ha propuesto la hip6tesis de que el efecto de altos 

niveles de Kt in virro mimetiza la influencia qne tienen las primeras inervaciones que 

reciben las Glulas granulares durante sus primeros estadios postmigratorios provenientes de 

las c6lulas musgosas (Bal&s y Jorgensen, 1987). Muchas de estas fibras son 

glutamat6gicas wn  alta afinidad por su sustrato (Olverman et al., 1984) y permean caZ+ 

(Maya et al., 1987). Se ha observado que puede incrementarse la sobrevivencia de las 

c4lulas ga~ulares  en cultivo por tratamientos con NMDA (N-metil D-aspaico) (Balks el 

al., 1988~). Por tanto dicha hip6tesis sugiere que la influencia ejercida por la inervaci6n de 

las dlulas musgosas es media& por la wnducci6n de caZ+ via el receptor tipo NMDA 

( B a l k  y Hack. 1990), debido a estas propiedades se ha considerado a 10s receptores tipo 

NMDA de gran importancia en 10s procesos de plasticidad siniptica. (Collingride y Bliss, 



1987; B a l k  el a/., 1988a y 1988b). 

Estudios farmacol6gicos han demostrado de manera muy clara la participaci6n de 

este receptor en la inducci6n de la sobrevivencia en cultivo. Antagonistas selectivos que 

achian wmo inhibidores competitivos (APH, APV) y no competitivos (MK 801) del 

receptor bloquean el efecto tdfico del NMDA en dlulas granulares (Olverman et al., 

1984). Como se mencion6, el receptor tiene un sitio que une gliciua, pero este sitio es 

insensible a eshicnina, f h a c o  que nonnalmente se usa wmo antagonists de 10s receptores 

a glicina. En este caso la glicina parece potenciar el efecto del NMDA, aumentando la 

afinidad, de hecho se ha propuesto que el sitio de la glicina en el receptor debe estar 

ocupado para que el NMDA ejerza su efecto (Jhonson y Ascber, 1987), ademis, se ha 

demoslrado que el anticonvulsivo MK 801 igualmente antagoniza de manera no 

competitiva, las respuestas despolarizantes al receptor NMDA, no asi al receptor a Kainico 

y el de  AMPA w o n g e t  al., 1986). 

La activaci6n del receptor tipo NMDA puede wntribuir a la sobrevivencia de las 

dlulas granulares in viho, como se ha venido discutiendo, sin embargo, se ha visto que un 

increment0 prolongado en la enhzda de calcio puede ocasionar daiio neuronal (Siesgo, 

1981). El Glu a hav& de sus receptors puede originar ciertos des6rdenes mediados 

principalmente por 10s NMDA-R, en periodos prolongados de anoxia que traen como 

consecuencia daiio neuronal y neurotoxicidad. La falta de oxigeno hace que 10s niveles de 

energia caigan, lo cual produce acidosis y liberaci6n de radicals libres; por tanto, esta falta 

de energia afecta el metabolismo y al potencial de membrana. La despolarizaci6n 

consecuente de las &Iulas es inevitable, generando potenciales de acci6n para liberar al 

newotnu2smisor glutamato de las terminales presinipticas. La liberaci6u de este 

neurobansmisor activa a 10s receptores postsin5pticos que permean ca2+, incrementando asi 

sus niveles intracelulares. Los niveles de calcio intracelular ([caZ+~ desencadenan un 

sistema de segundos mensajeros que amplifican y prolongan el estimulo adn cuando Bte 

haya sido eliminado. (Siegel, 1994). 

Con estas evidencias se observa que la prolougada activaci6n del receptor tipo 

NMDA provoca fen6menos de potenciacibn excesivos que resultan en la degeneraci6n o 

muerte celular, esta toxicidad puede ser prevenida completamente utilizando antagonistas a 



este receptor (Eimerl y Schramm, 1991). Tambiin se ha obsemado que el glutamato puede 

provocar neurotoxicidad cuando 10s niveles de glucosa y/o M ~ ~ '  son disminuidos (Novelli 

et al.. 1988). 

11. I1 Dependencia seroldgica de 10s cultivos de  las &Iulas granulares de cerebelo 

El sistema nemioso central de los mamiferos requiere necesariamente la presencia 

de factom trbfiws para su desanollo, mantenimiento o sobrevivencia (Levi-Montalcini, 

1987; Barde, 1989; Fmari el a/., 1989; Maisonpierre eta!., 1990; Knusel el a/., 1990). 

Muchos de e l a s  factores se encuentran en el suero por lo que este representa un medio 6til 

para el cultivo de dlulas neuronales. De entre todos 10s sueros, el representante mis 

utilizado como suplemento para el crecimiento de los cultivos de tejidos es el fetal bovino 

[SFB). Se@n un estudio de Andrews (1981), se determinb que el wmponente principal del 

suero es la a l b h i n a  (>50%) siguikndole en orden decreciente de importancia la a- 

globulins, 8-globulins y la y-globulina. A1 compararse el SFB con suero que no es fetal, se 

encontnj que 10s wrnponentes, seghn un perfil electroforitico, son diferentes (Andrews, 

1981). 

En el caso particular de las d u l a s  granulates de cerebelo, se han obtenido datos que 

relacionan 10s cambios morfolbgicos y bioquimiws con el contenido del suero en el medio 

de cultivo en el que son sembradas (Kingsbury y Gallo 1985) observidose que este efecto 

es potenciado por el suero y que t l  mismo se vedismiouido en un medio que carece de 

suero. 

Se ha visto que las dlulas cultivadas en medio quimicamente definido (CDM) 

pueden permanecer v iva  en el cultivo durante varias semanas y las que son sembradas en 

medio suplementado con suero (SCM) tienden a organizarse en chmulos y a crear 

wnexiones (Kingsbury y Gallo, 1985). La migraci6n de dlulas y el desarrollo de las 

neuritas, da wmo resultado la formaci6n de pequeios c6mulos que gradualmente van 

incrementando en talla ademis de su interwnexibn, esto ocurre a 10s 7 dias in vifro (DIV) 

en neuronas de mamffero (Kings el al., 1985). Asi mismo, hay datos queponen en evidencia 



el efocto t6xiw del suero en cultivos de 14 a 19 DIV. Estos resultados revelan la preseucia 

de elementos en el suero que potencian el efecto t6xiw dado por 10s raceptores tipo NMDA 

y por 10s no NMDA-R (Eimerl y Schramm, 1991; Schramm eta!., 1990). 

La organizaci6n de 10s cultivos en CDM es diferente a las dlulas crecidas en 

presencia de  sumo (Gallo er aL,1985): la formaci6n de cbmulos, prolongaci6n de neuritas y 

migraci6n de  dlulas se encuentra limitada pero permaneeen en mejor estado durante 

periodos de incubaci6n m k  prolongados (de 3 a 4 semanas). 

11.12 Factores de crecimiento y sus acciones: Una retmspectiva 

Los factores de crecimiento se caracterizan por ser: 1) factores que previenen la 

muerte celular natural ylo promueve la sobrevivencia neuronal (Sporn and Roberts, 1990), 

2) Factores que inducen el aecimiento de las neuritas y 3) Factores que inducen la 

diferenciaci6n del fenotipo neumnal (Schwarb, 1993). 

Estos factores se distiuguen de las clhicas hormonas end6crinas wmo la insulina o 

la hormona del crecimiento en dos aspectos importantes: a) las hormonas end6crinas son 

sintetizadas en glindulas especialidas wmo el p5ncrea.s y la glhndula pibitaria, 

respectivamente, b) las clhicas hormonas end6crinas son liberadas de su sitio de sintesis 

para ser transportadas, via torrente sanguineo, a sus &lulas blanw mientras que 10s factores 

de crecimiento, en la mayoria de 10s casos, a c t h  localmente en 10s sitios donde fieron 

sinretizados, a por esto por lo que generalmente no se les puede detectar en sangre o en 

olros fluidos. A p a r  de estas diferencias 10s factors de crecimiento y las hormonas 

pueden tener efectos an&logos, es decir, 10s primeros pueden tener efectos semejantes a las 

hormonas end6crinas (a1 actuar sobre c61ulas blanco especificas) mieutras que las segundas 

pueden promover el crecimiento o la actividad mitbtica en las dlulas (Cross, y Dexter, 

1991; Sporn y Roberts, 1990). 

A wntinuaci6n se presenta la clasificaci6n de 10s factores de crecimiento en la que 

se incluyen 5 familias: 1) La familia del factor de crecimiento derivado de platos o PDGF 

(del ingl& plateled-derived growth factor) (Balk, 1971; Ross et al., 1986). 2) La familia del 



factor de aecimiento epidbtmiw o EGF (epidermal gmwth factor) (Savage, 1972; 

Carpenter y Cohen. 1979). 3) La farnilia del factor de crecimiento fibrilar o FGF (fibroblast 

growth factor). 4) La familia de 10s factores de crecimento semejantes a la insulina o IGFs 

(insuline likegrowth factors) y 5) La familia del factor de crecimiento transformante o TGF 

(transforming growth factor). 

11.13 Consideraciones finales y objetivos 

Todas eslas evidencias manifiesian la presencia de factores permisivos en el suero 

que promucven ciertos fen6menos durante el desarrollo (Jessell, 1988; Oppenheim 1989; 

Maissnpierre, 1990), estos factores, aunados a la expresi6n temprana y diferencial de 

neurotransmisores y neurop$ptidos, favorecen tanto la divisidn wmo la sobrevivencia 

neuronal, aecimiento de neuritas y de wnos, incrementan la motilidad celular y son 

capaces de inducir cambios en el fenotipo neuronal y glial (Burgope, ef aL, 1993). La 

pa1ticipaci6n pputual en procesos especilicos del desarrollo pennite plantear que las 

funciones trdficas a wrto o largo plazo de estas neurotrofinas es intermediaria de la 

plasticidad neuronal como actividad dependiente de la estabilizacik y/o rearreglo de las 

sinapsis. 

Con el propjsito de evaluar esta hipdtesis, se analiza el efecto de sueros de distintas 

species y de algunos de sus componentes para wnocer su posible participacidn como 

factores tr6fiws o como moduladores del desarrollo de las neuronas granulares de cerebelo 

de rata en cultivos primaries. Para esto se midi6: 

a) la actividad enzimitica. de la glutaminasa activada pot fosfato 

b) la viabilidad neuronal influenciada tanto por factores sCricos como por el 

NMDA y el alto potasio (HK). 

La evaluaci6n del grado de veracidad y valida de 10s resultados se logr6 con la 

obtencidn del error experimental (Ee). 



Los medios modificados (Dulbecco's modified Eagles medium o DMEM) y 10s 

sueros (fetal bovino, ternera, caballo, etc) fueron obtenidos de Gibco, las enzimas fueron 

obtenidas de Boehringer y 10s demk reactivos se obtuvieron de Sigma. Todas las drogas se 

utilizaron a dosis efectivas medias. 

111.1 Cultivos celulares 

Se establecieron cultivos neuronales de dlulas granulares provenientes de cerebelo 

de ratas Wistar de 8 dias de nacidas (8P) (Moriin y Patel, 1989) en medios quim'camente 

definidos (CDM) o suplementados con suero (SCM), 10s cuales se mantuvieron bajo 

condiciones de esterilidad en una incubadora a temperatura constante (37'C) y a una atmbsfera 

con aite salurado con vapor de agua y 4.6% de C02. Los cultivos se realizaron en cajas de 20 

mm de diimtro o en rnultipozos a una densidad celular de 1.25 - 1.5 x106 dlulas por mililitro 

con un period0 de incubacibn de 3 a 6 dias in vitro (DIV). DespuCs del primer D N  10s cultivos 

fueron tratados con citosina arabinosa para evitar el crecimiento de dlulas no neuronales yen el 

2 DIV se trataron w n  KC1 o NMDA, 10s de& factores (alblimina, insulina) se afiadieron a 

disrintos D N  (ver resultados). Se anotaron las condiciones morfol6gicas de las c6lula.s en el dia 

en que se ~ealizb la cuantificaci6n de la actividad de la GAF o la viabilidad celular. Se anexa una 

tabla (Tabla 11) que describe 10s cornponentes particulares de 10s medios de cultivo. 

llI.2 Actividad enzimitica y medici6n de proteina 

Despub de 5 DIV las cajas fueron lavadas con PBS a 37°C y el tejido fue 

ho~nogenizado en buffer de Imidazol 10 mM, pH 7.2 a una temperatura de 4'C. Este 

homogenado se utl ib para 10s ensayos respectivos de actividad de la GAF y para la 

cuantificaci6n de proteina. 



TABLA I1 
Cornponentes de los medios d e  cultivo (aminoicidos, vitaminas y otros) 

SCM CDM 1 
LArginina 
LCisteina 

LGlutamina 
LGlicina 

LHistidina HCI.H20 
L-Histidina 
Llsolwcina 
LLeucina 

L-Lisina HCI 
LLisina 

LMetionina 
LFenilalanina 

LSerina 
LTrennina 

LTriptofano 
LTirosina 
L-Valina 

Viraminas (rnglml) 
Biolina 

D-Ca pantotenato 
C l ~ r o  de colina 

Acido Mlico 
i-inositol 

Niwtinam'da 
Piridoxal-HCI 
Riboflavina 

Tiamina-HCI 

Orros 
Suero fetal bovino inactivo 0.1 ml .. 
Penicilinalestreptomicina 0.01 ml .01 rnl 

Insulina .. 0.1 1883 UI 
Progesterona .. 6.3E14 (mglml) 

Transferrina humana .. 0. l (rnglml) 
Putrescina -- 0.016 (mg/ml) 

Selenio .- 6.9E-11 (mglml) 



La reacci6n se  inici6 al aiiadir 20 p1 del tejido a 80 pl de la mezcla de ensayo (la cual 

tiene 0.46 mM de 14C-Gln a1 inicio de la reacci6n) 10s blancos manejados (de 2 a 3 

repeticiones) en vez de  tejido tenian 20 pl de agua (Kvamme and Olsen, 1980). Todos estos 

fueron incubados por 20 minutos a 37°C y siempre se realizaron duplicados. La reacci6n se 

detuvo al aiiadir I ml de agua fria e inmediatamente se pas6 por la columna de intercambio 

i6nico. Se realizaron 3 lavados a la columna. En la primera eluci6n se us6 5 ml de agua 

destilada la que fue colectada y llevada a 10s desechos radiactivos (contiene la "C-~lutamina 

no usada). Posteriormente se lav6 con 6 ml de icido acetic0 5 mM se colect6 y se desech6. 

Por 6ltimo se lav6 la columna con icido acCtico 0.5M y se colect6 1 ml de la fracci6n 3, a la 

que se le aiiadi6 10 ml de Tritosol. 

La medici6n de la proteina se reali6 segJn el mCtodo Bradford (Bradford, 1976), 

para lo cual se utiliz6 como mhimo 10 pglml de proteina en tubos de ensayo, la muestra 

(por duplicado) fue llevada a un volumen final de 100 pi con agua destilada. Se agreg6 1 ml 

del reactivo Bradford y se cuantific6 la proteina despuCs de 5 minutos y hasta 60 minutos a 

una h de 595 nm. 

111.3 Determinaci6n de la viabilidad celular 

Se utiliz6 la ticnica del MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2.5-bromuro de 

difeniltetrazolio] que ha servido para m d u  la prolieraci6n y sobrevivencia en cultivos 

celulares (Mosman, 1983; Manthorpe et al., 1986; Edmonson et a]., 1988) incluyendo 

cultivos de cClulas granulares de cerebelo (Balhs et al., 1988). El mitodo se basa en 

cuantificar la conversi6n del MTT en un product0 insoluble en agua llamado azul de 

formazin y que es catalizada por deshidrogenasas de &lulas viables de ac~ierdo a la 

siguiente reacci6n: 



&s-mxNm+ NADH xz* 
Via de acci6n propuesta para la formacidn de azul de fonnadn 

donde el hidrdgeno liberado se combina con la sal de tetrazolio (MTT) para formar una sal 

de forma&. 

111.3 Mktodos estadisticos utilizados para el anilisis de 10s resultados 

El uso de d t o d o s  estadisticos pretende interpretar de la manera mds eficiente los 

resultados con el objeto el producir conclusiones vilidas, y esto se debe a que la 

inetodologia estadistica es la dnica forma de analizar problemas que involucran datos sujetos 

a errores experimentales. El rnktodo de anilisis de los resultados depende directamente del 

diseiio empleado, por lo que desde la planeaci6n de 10s experimentos se tom6 como base el 

modelo de efectos fijos, en donde la aleatorizaci6n de las condiciones y la obtenci6n de 

rbplicas de cada una de ellas h e  un punto importante para obtener una estimaci6n del error 

experimental. El error experimental es la unidad b6sica para determinar si )as diferencias 

observadas en 10s datos son estadisricarnente significativas, rnientras que el uso de rCplicas 

permite calcular una estimacidn m6s precisa del efecto de un factor en el experimento, si se 



usa la media de la muestra (por ejemplo v )  como una estimaci6n de dicho efecto. Por otra 

parfe, la aleatorizaci6n implica que tanto la asignaci6n de material experimental como el 

orden en que son realizadas las pmebas individuales se determina en forma azarosa. La 

consecuencia inevitable de la aleatorizaci6n adecuada es la "cancelaci6n" de 10s efectos 

extrafios que pudieran s t a r  presentes en el experimento. 

Los mitodos estadisticos per se no pueden probar que un factor (o factors) tienen 

un efecto particular, s610 proporcionan directrices para medir la veracidad y validez de 10s 

resultados. De esta forma, al ser aplicados adecuadamente no s61o permiten probar algo, 

sino que tambitn bacen posible obtener el probable error de una conclusi6n, o mejor ahn, 

permiten asignar un nivel de confiabidad de 10s resultados agregando objetividad al proceso 

de toma de decisiones. Para corroborar que el modelo fuese el adecuado, se consult6 el 

coeficiente de detenninacidn (R') en el que se reporta la magnitud de ajuste de 10s datos al 

modelo propuesto. La R' obtenida en todos 10s experimentos siempre h e  mayoral 90% lo 

que nos indic6 que m& del 90% de la variabilidad en la viabiidad ylo actividad enzimhtica 

cs explicada por el factor o tratamiento. 

A continuaci6n se definen las variables utiliadas y se describe el modelo utiliado. 

Variables 

X = Tipo de tratamiento: variable rrominal cualitativa y define 10s tratamientos (variable 

independiente): sin tratamiento o control (CTRL), con potasio 40 mM (HK), con NMDA 

150pM, con albdmina bovina completa, (ABC), Albhmina bovina libre de icidos grasos 

(AB- hc. grasos), albhmina bovina libre de globulinas (AB- glob), alb6mina de otras 

especies, con suero de diversas especies, o con insulia bovina a distintos niveles o 

concentraciones. 

Y = Unidades de absorbancia: Variable cwntitativa continua y define a la variable de 

respuesta (variable dependiente). 



Se utiliz6 el modelo de efectos fijos para el anilisis de 10s datos. El modelo es el 

siguiente: 

y u = P + q + & q  

donde 

yjj :i es la iCsima observaci6n del j-bimo tratamiento 

= es un parimtro comfin a todos 10s tratamientos denominado media global. 

r;- = es un par5metro dnico para el j-dsimo tratamiento llamado efecto del 

tralnrnier~to j-Jsimo. 

ej = es la componente aleatoria det error. 

i = I ,  ..., k (nfimero de observaciones) 

j = I ,  .... n (ndmero de tratamientos) 

Se presentan grsficas que describen (en por ciento de su control) el comportamiento de 

Ias cClulas ante 10s diferentes tratamientos. En algunos casos se presentan las grificas 

Ur~idades de Absorbancia vs Corrdicior~es en las que se observa y describe la variaci6n de 

10s datos de wda tratamiento, dando un indice de dispersi6n de 10s datos dentro de cada 

tratamiento o entre eUos. En este tip0 de grificas se visualiza en forma apriori, si hay o no 

diferencias significativas entre las medias pi vs pi con i#j. Una de las ventajas de estas 

grificas es que en ellas puede observarse la presencia de datos extremes, es decir datos que 

se dejan demasiado de 10s demis y que deben ser tornados en cuenta para anilisis 

posteriores, pero sobre todo, en ellas puede observarse la desviaci6n estindat de cada 

tratamiento. 



. Andlisis de varianza 

Se r e a l i  una comparaci6n m~ltiple de las medias utilizando la prueba asociada al 

analisis de varianza. ~ s t e  an8isis es una prueba exacta para la hip6tesis de igualdad en las 

medias de 10s lratamientos y puede aplicarse si 10s supuestos para la pmeba se cumplen 

(homogeneidad de varianzas, independencia de 10s residuos y normalidad de 10s residuos E , ) .  

En la tabla de Anilkis de varianza (ANOVA ) se p ~ e b a :  

Ho: 7, = 0 V j 

HI: rj # 0 p.a. j con j=1,2,3 

En t€nninos de medias: 

lie: fl, = fl, = fl, = flj 

HI: A1 menos una media es diferente 

Se consider6 un a = 0.05 y si elp-value era mayor a 0.05, no rechazibamos Ho ya 

que existe evidencia de que T, = 0 V j ,  o bien de que p, = p, = pi, es decir, que no 

existe diferencia signiticativa entre 10s tratamientos o bien, que las medias de 10s 

tratamientos no son significativamente difereutes entre si. 

En el analisis de 10s datos, siempre se verific6 que 10s supuestos de la ANOVA 

(homogeneidad de ias varianzas, independencia y normatidad de 10s residuos) se cumplieran. 



IV. I Actividades enzimiticas 

En estudios previos se ha demostrado que el agonista glutamatkrgico NMDA y el 

HK inducen un incremento en las actividades tanto de la AAT como de la GAF, no aside la 

GLDH. Las dos primeras son consideradas como enzimas marcadoras del diferenciaci6n de 

las &lulas en este estudio. Estas mismas condiciones tambitn inducen un incremento 

especifico en 10s niveles de Glu y Asp (datos no publicados). Una vez establecido que el 

efecto se encuentra mediado pnr 10s receptores del tipo NMDA, el siguiente paso fuC 

estudiar el efecto del HK y del NMDA en medios suplementados con suero (SCM) o en 

medios quimicamente definidos (CDM). La actividad de GAF en cklulas mantenidas en un 

CDM por 5 DIV correspnnde a un 215.1% + 40% con respecto a la actividad en cClulas 

control cultivadas en un SCM. La actividad de la GAFen dlulas crecidas en un SCM se 

increment6 158.1 -?. 7% 6 220.6 57% en presencia de HK o NMDA, respectivamente, en 

relaci6n al control (100 2 14.8%). En contraste, cuando las cklulas se cultivan en un CDM 

la actividad de la GAF no se modifica significativamente con H K e  incluso se ohserva una 

inhibici6n con NMDA (Gritica I). Sin embargo, al comparar la actividad de la GAF 

inducida por HK o NMDA, tsta es mayor (226.7 + 7.7% y 136 + 3.4%. respectivameote) 

en relaci6n al las mismas condiciones en SCM (Grifica 2). 

La diferencia entre las medias que son estadisticamente significativas (tomando un 

valor de significaucia de 0.05) se dan para la. condiciones siguientes: CDM control vs 

CDM NMDA, SCM control vs todas las condiciones y esto se verifica en la grifica 3. 



Gdica 1 
Efectodel KC3 y NMDAen laaclividadde laG.4. 
en d i o s  wn o sin suero. Los resultados sedanen 

% de su control. 

I SCM CDM I I I 

La actividad enzidtica (en % del control SCM o CDM) se midi6 el 5 DIV. Las drogas 

fueron dadidas el 2 D N  y para cada tratamiento seutiliz6 una n=3. El tiempo total de 

incubaci6n fue de 5 DIV. 

I Ckifra 2 
Eieclo del KCI y del NMDA en la activaad de la 

m ~ e n  d i o s  con o sin suem.Los rerultados se I 

CIRL KCI NMDA 

La actividad enzidtica (en % del control SCM ) se midi6 el 5 DIV. Para cada tratamiento 

se utilizduna n=3. El tiempo de incubaci6n h e  de 5 D N  



Grifica 3. 
Efecto del HK y del NMDA en la actividad de la GAF. 

IV.2 Viabilidad celular mediada pot distintos sueros o por algunos de sus componentes 

Los experimentos que a continuaci6n se describen reflejan el grado de 

sobrevivencia neuronal tomando como paritmetro la reducci6n de la sal de tetrazolio. 

rV.2.1 Establecimiento de las condiciones de cultivo 

Como primera aproximaci6n se cuantifici, la viabilidad celular en funci6n del medio 

utilizado a travks del tiempo, por lo que se realiz6 una curva de viabilidad a distintos 

tiempos (3, 4 y 5 DIV, grittica 4) encontr6ndose que la m6xima viabilidad para medios 

definidos se da en el 5 DIV (43%56% mi% viables que en SCM). Las diferencias en la 

viabilidad celular pot dfa de ensayo y para cada cultivo son significativas a un valor de (y. = 

0.05 (a excepci6n para las condiciones medidas en el 3e' DN). Morfolbgicamente, las 

c6lulas crecidas en un CDM presentan mejor apariencia en relaci6n a, las crecidas en un 



SCM, lo que concuerda con lo hallado en la actividad de la GAF (grificas 1.2 y 3) y la 

viabilidad medida con la tknica del M'lT (grificas 4 y 5). Cuando las cklulas en CDM se 

Iralan con HK o NMDA no se observa ninghn efecto significative en la sobrevivencia. Por 

el contrario, al aiiadir HK o NMDA a un SCM se favorece la apariencia fisica de las 

neuronas mostrando somas grandes con procesos largos y fuertes, ademis de presentar 

clin~ulos, lo que no ocurre en 10s cultivos crecidos en un CDM (en este caso 10s somas son 

mis pequeiros, disperses y con procesos frigiles). 

Grhfica 4 
Curva de viabitidad nledisda par el suero. Ensayos 

realizados de13 a15 DIV. 

3 4 5 

DIV 

Se utiliz6 una n=3 para las cklulas crecidas en SCM y para las crecidas en un  CDM se us6 una n=4. 

El porcenlajede error experimental o Ee (en tkrminos de la desviaci6n estdndar), nunca pas6 del 

7%. No hay diferencia significativa para las condiciones CDM 4 y 5 DIV. 

1V.2.2 Sueros 

Glulas crecidas en un CDM heron incubadas con sueros provenientes de diferentes 

especies, como el fetal bovino (SFB), pollo (SP), borrego (SB), hamster (SH), rata (SR) y 

ternera (ST) a concentraciones (%,,") de 0.2,2,4 y 10 %, respectivamente. Graficas 6-9. De 

cslos, s61o el suero de pollo no increment6 la sobrevivencia, sino que por el contrario, 

disminuy6 la viahilidad en mis de un 50%. 



. 

Crafica 5 
Efeclo del HK y NMDA en la viabilidad mediada 

por el lipo de cullivo. El enrayo se naliz6 el 5 DIV. 

CTRL KC1 NMDA 

Las dlulas sembndas en SCM tuvieron una n=4 y las crecidas en CDM nna n=2. El porcentaje de 

error para el SCM control fue del 18%, para el SCM KCI del3% y para el SCM NMDA del 8%, 

rnientras que el %Ee para las condiciones CDM nunca pas6 dell%. 

Grifica 6 
Curva dosis-respuesta para distinbs s u m s  adicionados 

a un CDM La concentraddn se da en %v/v. 

La viabilidad se midi6 el 5 D N  y como parametro de comparaci6n siempre se tom6 a1 

CDM control (sin nin& tmtamiento). El tanla60 de  muestra utilizado por condici6n y el % deEe 

Cue: SFB n=4 y 8%Ee, SP n=3 con Ee del5-29%. SB n=3 con un %Eeno mayor de 10, SH n=4 con 

Ee del 5 al 13 %, menos p a n  la condici6n SH a1 cuyo Ee es del24%, SR n=3 y Ee del6- 

I 1%. y pot dltimo, ST n=4 con un %& no mayor a 5%. El tiempo de incubaci6n fue de 5 DIV. 



En la tabla I se describen las concentraciones a las cuales 10s sueros de las especies 

ulilizadas tuvieron un efecto miximo en la viabilidad celular. 

Tabla 1 

Dosis a las cuales la viabilidad celular mediada pot 10s sueros utilizados es mixima. 

{ Especie I Concentracidn 1 Incremento en la viabilidad (en % 1 

El panorama general de las tendencias de cada tratamiento es presentado en las "grificas de 

1 
10 %,I" 

0.2 %,I, 
nams~cr 1 0.2 %,I, 

Rata 1 4.0 %dV 

Ternera 1 2.0 %,I, 

dispersi6n para 10s sueros" donde se compara el efecto de diversos sueros frente a un CDM 

del control CDM) 
200.0 + 6.4% 
132.4 + 7.6% 
152.2 + 7.0% 
290.0 & 6.0% 
205.0 f 3.2% 

control; en estas grificas se observa una media global y la distribucidn de 10s tratamientos 

en relacidn a la misma [gr;ificas 7.8, y 9). 

Grifica 7 
Gr6lica de dispersidn en donde se comparan las condiciones siguientes: CDM vs Suero 

fetal bovino (SFB), CDM vs Suero de pollo (SP) a concentraciones de 0.2,2,4 y 10 %,,". 

CcMd6n 0.05 
-. - 

En esla figura se grafican las unidades de absorbancia vs condiciones representadas por el SFB 
I 

( n d )  y el SP (14). La viabilidad celular fue medida con la tknica del MTFal5 DIV. 



Grifica 8 
GrAfica de dispersi6n en donde se comparan las condiciones CDM vs Suero de borrego 

(SB), CDM vs Suero de Hamster (SH) y CDM vs Suero de ternera (ST) 

- - a concentraciones de 0.2,2,4 y 10 %,I,. 

En esta figura re gratican las unidades de absorbancia vs condiciones representadas par el SB (n=3), SH 

("-4) y ST (n-4). La viabilidad celular fue medida wn l a  tknica del MTT a15 DIV. 

Grifica 9 
Grifica de dispersi6n en donde se comparan las condiciones CDM vs Suero de rata (SR) 

a concentraciones de 0.2, 2.4 y 10 % ,,". 

Grifica de 1% unidades de absorbancia vs SR (n=3). La viabitidad celular Sue tnedida 

con la lknica del M?T a15 DIV. 



IV.2.3 Albdmina 

lV.2.3.1 Alblimina bovina 

A travts de upa curva de viabilidad y utilizando medios quimicamente definidos 

(CDMs). se encontr6 que la alblimina bovina completa (ABC) a una concentraci6n de 4 

mglml increments la viabilidad en todos 10s dim medidos, siendo m6xima en 10s 5 y 6 DIV 

presentando incrementos respectivos del 202.7 + 1.4 % y del 201.3 % + 8.6 % sobre el 

control, cuyo valor comparative es del 100 % f 7.7% (grifica 10). En la grifica 11 puede 

observarse que las c6lulas de los cultivos del 5 DIV son mis viables que las de 10s cultivos 

del6 DN. 

G6Bca 10 
Vilbilidrd celubr mdiade por l aABC(4mgld)cvando  rc 
rgrcgr n un CDhl en elODIV.Eienrayo d r  viabilidad se 

realiz6 del 3-6 DlV. 

3 4 5 6 

DIV 

El porcentaje de viabilidad pot DN se porporciona en relaci6n al control CDM respective. Los 

tamaiios de muestra utilizados fueron: n=3 en los 3.5 y 6 DN, n=8 en el 4 DIV. El %Ee no 

sobrepas6 el 10%. 



Grbficall 
Viabilidadcelubrmediada porla ABC ( 4 w )  nerdo 
s e ~ d 0 D N s m C D M . E l w a y o s e & 6 & I  

3a16DN. 

0.6 

0.5 

0.4 
D.O. 03 

0.2 

0.1 

0 
3 4 5 6 

DIV 

La viabilidad de las dlulas se repona en unidades de densidad 6ptica (D.O.). Los tamaiios de 
muestra utilizados y 10s %Ee nunca sobrepasaron el 10%. 

Grifica 12 
GrAtica de dispersi6n de  datos en donde se  obsema la viabidad celular mediada por la  ABC 

(4mgIml) agregada el dfa 0 in vitro. 

I 
Condici6n 

I 

En esta grifica (Onidodes de obsorbancia vs Cordici6n) se presentan 10s valores de dispersihn 

ascciados a estos mismos resultados. Los nlimeros 1,3,5 y 7 representan a 10s cultivos crecidos en 

un d i o  con suero o SCM y cuya viabilidad se midi6 en 10s dias bz v i m  3.4, 5 y 6, 

respectivamente. Equivalentemente, las condiciones 2,4 ,6  y 8 indican caulas crecidas en medios 

definidos a quienes se les agreg6 ABC el dia 0 in virro, y cuya viabilidad celular fue medida en los 



La ABC siempre induce un incremento en la viabilidad celular, per0 Cste es miximo 

ci~ando las cClulas son cultivadas con alblmina desde que se inicia el cultivo. En la gr6fica 

13 puede observarse que el incremento del que se habla es de1428.6 % f 7.3 %, o sea que 

cste tratamiento es 4.28 veces m& efectivo que la condici6n control (CDM sin ABC). 

La albfimina se agreg6 al CDM en 10s DIV 0-4, utilizindose una n=4 para el control y para la 

albhmina en el 0 DN, una n=3 para la ABC aiiadida en 10s D N  1.2 y, por bltimo, una n=2 para la 

ABC agregada en 10s 3-4 DN. El Ee no pas6 del 10% en todas las condiciones. 

De manera similar, la presencia de la ABC (4 mg/ml) desde el inicio del cultivo en un 

SCM tambiCn induce un aumento significativo en la supervivencia de las neuronas en cultivo 

(100% control SCM vs 300% ABC en SCM) y la presencia de HK o NMDA no 

incrementan miis esta viabilidad, en tkrminos absolutes. Las diferencias son estadisitcamente 

significativas para un valor de confiabiidad del95%. 

Siguiendo esta misma linea de experirnentos, distintas alblminas bovinas 

incompletas, tal como la alb6mina sin Bcidos grasos (AB-6c. grasos) o sin globulinas (AB- 

glob), fueron anadidas a un SCM para estudiar la posible participaci6n de 10s Acidos grasos 

o globulinas en la sobrevivencia celular. Se encontr6 que la viabilidad de las cClulas crecidas 

con alblimina sin Acidos grasos no es difererlte a la observada con ABC en tanto que el 

incremento en la viabilidad dada por la alblmina sin globulinas, silo es (grifica 15). 



I sin ABC can ABC I I 1 

La ABC se agreg6 a un SCM en el 0 DN, el KC1 y el NMDA se egregaron el 2 DIV y la 

viabilidad se midi6 en el 5 dfa de incubaci6n. Seutiliz6 una n=4 para las condiciones sin ABC y una 

n=3 para las condiciones con albtimina. Los porcenbjes de viabilidad se proporcionan en relaci6n al 

control SCM.y en ambos gmpos, el Ee nunca sobrepas6 el 9%. 

Grifca  15 
Viabilidad mediiada p r  distintos tipos de albliminas 

bovmas aiiadidas a un SCM. 

I U' 
~~~ 

ABC ' AEBc. erasos ' AE~~lobulinas I 
I . 
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La viabilidad se midi6el5 dia de incubaci6n, utiliziindose una a=3 para lodos 10s traramientos menos el 

control SCM (n=4) contra el cual sc realir6 lodo el anslisis. El Ee no pas6del9%. 



lV.2.3.2 Alb6mina proveniente de diferentes especies 

Con el objetivo de estudiar el componamiento de las caulas granulares de cerebelo 

en cultivo con bajo potasio yen presencia de alb6minas provenientes de diferentes especies, 

se desarrollaron curvas dosis-respuesta para medios defmidos. Como se observa en la 

grifica 16, ninguna de las alb6minas utiliadas favorecen la viabilidad celular, este efecto 

negativo es estadisticamente significativo para todas las condiciones a1 utilizar un valor de 

confiabilidad del95%. 

lV.2.4 Insulina bovina 

La posible acci6n de la insulina en la viabilidad celular se verific6 a travis de disefios 

experimentales que pusieran en evidencia las condiciones que deben cumplu 10s cultivos 

para que estos favorezcan el desarrollo mis 6ptimo de las neuronas en cultivo. Para cumplir 

estos objetivos, se utiliason medios defmidos que, a diferencia de 10s anteriores, no tenian 

insulina bovina basal, ya que &fa fue agregada al medio bajo condiciones especificas de 

trabajo. 

I conhol a. Elensayo de viabilidadsemlkd el5 DN. I 

I I 

Para todas las condiciones se utiliz6 una n=4 (menos para la alb6mina de caballo n=3) y 10s Ee 

fluctuaban desde el 5% hash el 15%. 



La determinaci6n del tiempo en que las neuronas deben ser estimuladas con insulina 

se verific6 al ser atiadida a 10s cultivos en 10s dias 0 a14 DN, encontrando que la insulina 

per se no altera la viabilidad de las cClulas pero su presencia aunada a la de condiciones de 

despolarizacidn si se modiica. La grifica 17 describe que 10s efectos mis favorables en la 

viabilidad se presentan cuando la insulina se encuentra en presencia HK siendo miximo al 

asadirse desde el 0 DIV (232.6 f 3.2 % sobre el control CDM). 

Se uliliz6 una n=3 para las condiciones 0,3 y 4 DIV y una n=4 para las condiciones 1 y 2 DIV. Los 

errores experimentales nunca fueron mayores a1 10%. 

Un anilisis exploratorio de los efectos de tratamiento con sus respectivas 

incertidumbres es presentado en la grifica de dispersi6n Unidades de Absorbancia vs 

Tratamiento (grifica IS). 

Por otra parte, para evaluar el tiempo en el que las cilulas deben estar bajo la 

influencia de este componente y para encontrar la concentracidn 6ptima que favorezca en 

mayor medida la viabilidad de las mismas, la insulina fue agregada a 10s cultivos en el 0 DIV 

a ]as concentraciones de 0.03, 0.3, 1 y 3 UVml. La viabilidad modificada bajo estas 

condiciones de trabajo, fue monitoreada a distintos tiempos de incubaci6n, por lo que 10s 

ensayos de viabilidad se rea l i ron en 10s DIV 3, 4 y 5, observando que el mixitno efecto 



sobre la supervivencia se  tiene en el 4 DIV a la concentraci6n de 0.03uVml (131 f 7.1% 

contra un IM) + 6.2% del control CDM sin insulina basal, grifica 19). Para este estudio 

tambiin s e  reporta la griiica de dispersi6n Unidades de Absorbancia vs Tratamiento 

(grilica 20). 

Gritica 18 

Gritica d e  dispersi6n Ut~idades de Absorbancia us Tratamiento para la insulina 

bovina (3UUml) agregada del 0 a14 DIV a un CDM. 

El ensayo de viabilidad se realiz6 el 5 DIV. 

T1;danierdo 
. - 

La descripci6n nudrica de las condiciones experimentales utilizadas en esta grifica es como 

sigue: controles SCM y CDM sin insulina basal, condiciones representadas pot 10s numerals 1 y 2. 

Los n~imems 3.4 y 5 (que representan a1 control, HK y NMDA, respectivamente) indican que la 

insulina se agreg6elO DN.  Las condiciones representadas por 10s n6meros 6 ,7  y 8 (control, HK y 

NMDA) fueron suplementados con insulina el 1 DIV. Para las condiciones 9, LO y I I (control, HK y 

NMDA) la insulina fue aiiadgda el 2 DN. Las condiciones 12, 13 y 14 (nuevamente control, HK y 

NMDA) tienen insulina agregada el 3 DIV. Por liltirno, a las condiciones 15, 16 y 17 (cmtrol, HK Y 

NMDA] se les adiciod insulina el 4 DN. 



] Efeclo de la insulina (UUml) sobre la viabilidad 
celular cuando se agrega a un CDM el 0 D N  . 

Los ensayos seieaizaron del3-5 DIV 

150 S0.03 

% de 100 

viabilidad 50 

0 
I 3 DIV 4 DIV 5 DIV 1 

Para todos los tratamientos se utiliz6 una n=4 y el %Ee no fue mayor del 10% 

(Mfica 20 
Tiempo de incubaci6n w n  insulina bovina y su efecto en la viabilidad celular cuando se 

aiiade a10 DIV a wncentraciones de  0.03,0.3, 1 y 3 UYml. 
-. -- 

T I  I d  l a  ,a TukeY.Kramer 

Tratamienb 

La descripci6n numirica de las wndiciones experkentlles vtilizadas en la@~ca 20 es la Siguiente: 10s 

nlimcms 1,7 y 13 repmeom alas cnnuoles S M  sin insulina basal, las dlutas crecidas bajo este protacolo, 

sc I s  midi6 laviabilidad en 10s DIV 3.4 y 5, respectimente, mienhas que 10s nlimeros 2 , s  y 14 hacen 

uacramente lo mismo para el CDM sin insulina basal. Los nlimeros 3,9 y 15 de la @ca, indican que la via- 

bilidad mediada par la insulina (0.03 Wml) fue medida en los D N  3,4 y 5, respectivamenfe. Las candiciones 

rrpnscnhdzs par 10s nimeros restan-, tambien describen esla misma sihlaci6n, la llnica diferencia cs que las 

wncawcions  de imlina son difereates, es deck, 10s nllmeras 4, I0 y 16, representan alas cdulas crecidas 

con insulioa a una conffinuaci6n de 0.3 W m l  y cuya viabilidad fue medida, respectivamente, en el 3.4 y 5 

DN. La viabilidad modiicada par la insulina a la conffinhaei6n de I Wrd se midi6 en 10s DIV 3,4 y 5, las 

Cnodicioncs esfb repmentadas, respectivamente, con los nlimeros 5, I I y 17. Las c6lula.5 crecidas con 

3 Wml de insuli (condiciones 6,12 y 18), se les midi6 la nabilidad en los DIV 3,4 y 5. 



El establecimiento de las interconexiones neuronales en el SNC requiere una correcta 

organizacidn y diieccidn en la uni6n de sus procesos. Para entender la base de este proceso es 

necesario recurrir a la twria neurotr6fica. se@n la cual la sobrevivencia de las neuronas en 

desarrollo depende de factores especfficos secretados por las cClulas de quienes son inervadas. 

Esos factores tr6ficos son liberados en muy pequefias cantidades y las cClulas que no reciben ese 

tipo de molkulas mueren (Bulleit er al., 1997; Bulleit et al., 1998). Siguiendo esta linea de 

investigacidn, el presente trabajo pretendid establecer algunas de las condiciones requeridas por 

las cklulas granulares de cerebelo para su desarrollo mis dptimo; esto se verific6 tanto en 

firminos de actividad de una enzima glutamat6rgica (GAD como en t6nninos de viabilidad 

celular. Para evaluar lo anterior, fue necesario la utilizaci6n de cultivos celulares que ayudaron a 

deiinir el papel que juegan los factores tr6ficos en la sobrevivencia celular en una poblaci6n 

especitica. La "sirnplifzaci6n" del modelo para tratar de inferir lo que ocurre in vivo implica la 

ganancia de validez intenla, per0 a cambio de esta se pierde validez exrema (Montgomery, 

1998), pues la aplicabilidad y validez de las conclusiones s61o serin para aquellas condiciones 

que cumplan las especificaciones del protocolo utilizado en el desarrollo de este tipo de 

experimentos. 

V.1 Participacidn del suero en la activacidn de la GAF y en la promoci6n de la viabilidad 

celular 

Anteriormente se coment6 que el HK y el agonista glutamat6rgico NMDA inducen un 

incremento en las actividades tanto de la AAT como de la GAF, no aside la GLDH, por lo que 

las dos primeras son consideradas como enzimas marcadoras del desarrollo para las cClulas en 

enudio, asi mismo, las dosis utilizadas de estos f4rmacos inducen un incremenfo especifico en 

10s niveles de Glu y Asp (datos no publicados). Debido a que el efecto positivo en las 



aclividades de estas dos enzimas es mediado por 10s receptores del tipo NMDA, se compar6 el 

grado de activaci6n de la GAF en funci6n del tipo de suero encontrhndose que la enzima en un 

medio quhicamente definido ya se encuentra activa, que la presencia de  HK no hcrementa mis 

la actividad y que el NMDA induce una disminuci6n en la mism. La morfologia celular tambi6n 

es diferente a la observada en un SCM por estos tratamientos, ya que las neuritas o conexiones 

neuronales en 10s cultivos CDM con HK y NMDA se ven mis pequeiios y 10s somas de menor 

tamiio aunque la viabilidad no se ve comprometida. 

De acuerdo a estos resultados puede sugerkse que para que ocurra una activacidn de 

esra enzima (o la diierenciaci6n) mediada por la despolarizaci6n (HK o NMDA) se requiere la 

presencia de uno o varios factores presentes en el suero. 

Para establecer posibles diferencias entre el comportamiento del medio definido y del 

medio con suero (se utiliz6 suero fetal bovino o SFB), se reali6 una curva de viabilidad para los 

dias itr virro 3, 4 y 5, es deck, las c6lulas se mantuvieron en cultivo durante un periodo de 

tiempo definido y 10s ensayos de viabilidad se realizaron en el 3". 4" o 5" dia in vitro 

encontrando que el m k i i o  en la viabiiidad se produce en el 5" DIV (grifica 4). Lo anterior se 

correlaciona con el momento en que se da la maduraci6n bioquimica de las ctlulas granulares de 

cerebelo irr viva. Un aspect0 importante es que la viabilidad celular es miixima para 10s medios 

CDM y que la presencia de HK o NMDA en 10s cultivos no incrementan m& la viabilidad. 

Todo esto permite corroborar que existe alga en el suero que en presencia de agentes 

despolarizantes como el HK y el NMDA promueve por lo menos la maduracidn morfoldgica y la 

acrivaci6n de la GAE Debido a que la estimulaci6n de 10s receptores del tipo NMDA y la 

estimulaci6n inespecifica del alto potasio conlleva a una entrada de calcio (que puede darse via 

el receptor del tipo NMDA o a trav6s de 10s canales de calcio voltaje dependientes, en el caso 

del potasio), permite sugerir que el efector es el calcio que desencadena una serie de seiiales que 

rraen como consecuencia el increment0 de la actividad de la GAF o la promoci6n de la 

viabilidad celular. 



V.2 Panicipacibn del suero proveniente de diferentes especies en la viabilidad celular 

Se estudiaron distintos tipos de sueros con objeto de evaluar posibles diferencias entre 

las especies determinando cuil de estos favorece en mayor medida la viabilidad celular. Los 

sueros aiiadidos a un CDM heron 10s sueros de rata, de ternera, borrego, hamster, fetal bovino 

y de pollo. Se obsew6 que la especie que m& favorece la viabilidad celular es el suero de rata a 

la concentraci6n de 4% seguida por el fetal bovino con un incremento miximo a la 

conce~~tracib del 10%. Por otra pane, el suero de ternera tambi6n tiene un efecto miximo en la 

viabilidad a la concentraci6n del2%, mientras que 10s sueros de borrego y de hamster ejercen un 

cfecto k i r n o  en la viabilidad a la concentraci6n del 0.2%. observAndose un efecto t6xico a la 

concentracibn del 10%. Por iiltimo, el suero de pollo tiene un efecto tbxico significativo en 

~odas las concentraciones utilizadas. 

S e a n  estos resultados, la viabilidad de las neuronas depende de algunos factores 

presentes en el suero. Esta acci6n es mayor a1 utilizar altas concentraciones de suero fetal 

~nientras que, al utilizar sueros de adultos, la concentracibn requerida por las cClulas en cultivo 

generalmente es baja (<4 %,b). 

V. 3 Panicipaci6n de la albitmina 

Anilisis bioquimicos de algunos de 10s constituyentes del suero ponen en evidencia que 

el colnponente principal del suero es la albiimina (Andrews, 1981) y pensando en que Csta puede 

regular algunos eventos del desarrollo, se evalub su posible participacibn mediante ensayos de 

viabilidad celular. Para este efecto, las cClnlas se incubaron con albitmina bovina completa 

(MC) afiadida a un CDM desde el inicio del cultivo (0 DN), encontrindose que el pico 

lniximo se presenta en el 5" dia de incubaci6n con alb6mina (grificas 10 y I I). La alb6mina 

parece ser la responsable del efecto promotor de la viabilidad celular, ya que si a Csta se le 

climinan 10s icidos grasos, no se observa ningen efecto aditivo. Por otra parte, si a la alb6mina 

lc son eliminadas las globulinas, entonces se observa un incremento significativo en la viabilidad, 



lo que sugiere que las globulinas pueden tener una acci6n directa o induecta bloqueando a la 

alb~mina o bien ejerciendo un efecto perse en la inducci6n de muene (grifica 15). 

El diseiio para establecer la participaci6n de la alblimina en la viabilidad, no da 

inforrnaci6n acerca de su forma de actuar, y tal como ocurri6 en el caso de 10s sueros, no se 

sabe si liene acci6n directa en la activaci6n de genes tempranos o si participa indirectamente 

como factor tr6fico; s610 puede decirse que estos componentes son, por lo menos, indispensable 

para mantener y promover la viabiiidad celular desde que las cClulas dejan de proliferar y se + 
u -- 

preparan para iniciar su recorrido migratorio a travis de la capa molecular. Resulta interesantem W 
w *  

allora conocer si el efecto de 10s sueros es mediado por una acci6n de la albfimina que 10s 6D 3 
constituyen. "P 

V.4 Papel de la insulina 

u 
Utilizar insulina bovina como factor de estudio se basa en el hecho de que en el& 

desarrollo postnatal del cerebelo, las ~61~1% de Purkinje producen IGF-I, lo que sugiere un 

polcncial factor regufador del nlimero de granulates viables. Estudios recientes indican queen la 

diferenciaci6n de este tipo celular, el crecimiento de las neuritas se ve favorecido por la 

presencia de IGF-I (Bullei, 1997). 

En este estudio se encontr6 que la insulina per se no increments la viabilidad celular, 

indcpendientemente del dia en que esta haya sido aaadida a 10s cultivos. Bajo condiciones 

despolariwntes el panorama cambia. Cuando las cilulas son tratadas con HK, la viabilidad 

celular liene un pic0 mixiio en el 0 DIV mientras que en el NMDA ocurre al 2DIV (grificas 

18-19), no obstante, este increment0 en la viabilidad puede ser mimetizado por la 

despolarizacidn ejercida tanto por el HK como por el NMDA. De aqui se desprende que la 

insulina por si misma no panicipa en la promoci6n de la viabilidad celular sino que promueve la 

acci6n de olras condiciones que sf la afectan. 

Estudios rea l idos  por Bullei et al. (1997), ponen de manifiesto que las granulates de 

cerebelo provenientes de ratas de 7 dias de nacidas a1 ser estimuladas con IGF-I tienen mejor 

apariencia que las cilulas crecidas sin IGF-I, ademis de permifir que las c6lulas sigan 



diferencihdose. En esa misma linea de investigacibn, Bullei el al. (1998) demostr6 que la 

dcspolarizaci6n ejercida por el KC1 antagoniza la acci6n mit6tica promovida por IGF-I sobre las 

granulates ademis de incrementar la expresi6n de un marcador de diferenciacidn ternprana que 

se expresa tanto en neuronas postmit6ticas premigratorias de la EGL como en cClulas mig;antes. 

De esta forrna, el KC1 parece modificar eventos intracelulares que conllevan a la 

nmduraci6n de las neuronas, adernis de que este parece apresurar el proceso de diferenciaci6n al 

acclerar, a su vez, la expresi6n de genes tempranos (Dandennault, et al. 1996). Lo Turco et al. 

(1995) sugiere que el mecanismo asociado a la acci6n del KCI, involucra la activaci6n de canales 

de calcio voltaje dependientes en las granulares, lo que trae como consecuencia el incremento de 

ca t io  intracelular y que se traduce tanto en una inhibici6n de la actividad mit6tica ejercida por la 

insulina, como un promotor de la diferenciaci6n celular. La patticipaci6n del NMDA en 10s 

cventos de viabilidad celular puede estar mediada (a1 igual que en el caso del potasio) por un 

incremento del calcio intracelular. 



V I  Conclusiones 

9 La sobrevivencia celular y la actividad de la GAF se incrementan con HK o NMDA sdlo en 

medios con suero, no obstante, la viabilidad celular y la actividad basal de la GAF son 

mayores en 10s cultivos CDM en relaci6n a las cClulas crecidas en SCM. 

9 Los sueros promueven la sobrevivencia dependiendo de la especie. El order1 de eficiencia es 

el siguiente: rat-> fetal bovino=ternera> hamster =borrego. 

9 La albdmina promueve la sobrevivencia tanto en un SCM como en CDM. 

P La albdmina no modiica significativamente el aumento en la sobrevivencia inducido por HK 

o NMDA por lo que el efecto de la albljmina no esta relacionado con 10s mecanismos 

involucrados en el efecto tr6fico del HK y NMDA. 

P La albljmina iibre de icidos grasos no tiene un comportamiento significativamente diferente 

al de la ABC por lo que la albdmina per se es la responsable del efecto promotor de la 

viabilidad celular. 

P La viabilidad celular se incrementa m& cuando lase u t i l i  una albfimina libre de globulinas, 

lo que sugiere que estas molkulas tieuen un efecto t6xico. 

9 La insulina per se no tiene ninghn efecto en la viabidad neuronal. 

9 Estos resultados sugieren la presencia de factores permisivos (como la albdmina) que 

promueven la sobrevivencia de las cClulas granulares de cerebelo sugiriendo que ni la 

albljmina ni la insulina estan involucradas en la acci6n rr6fica del HK y del NMDA. Se 

sugiere que el efecto -de los distintos sueros medidos sobre la sobrevivencia podria estar 

mediada por la presencia de albdmina en tstos. 
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