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I Resumen

En estudios previos s¢ ha demostrado que la estimulacién cronica con alto potasio
(HK) o con N-metil-D-aspartato (NMDA), un agonista de los receptores sinfipticos del
glutamato (Glu), promueven la difetenciacién morfolégica y bioquimica de las neuronas
granulares de cerebelo en cultivo, tomando como pardmetro las actividades de la aspartate
aminotransferasa (AAT) y la glutaminasa activada por fosfato (GAF), dos enzimas
relacionadas con la sintesis del glutamato neurotransmisor.

En este estudio se discute la posible influencia de factores séricos en la
sobrevivencia de las células granulares de cerebelo y se analiza la accién tréfica promovida
por el NMDA y HK a partir de la determinacion tanio de la actividad de la GAF como de la
visbilidad celular mediante {a técnica del MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2y1)-2,5-bromuro de
difeniltetrazolio]. Se enconiré que la despolarizacién generalizada ejercida por el HK y la
despolarizacién especifica inducida por el NMIDA son necesarias para fa activacidn de la
GAF en células crecidas en medios suplementados con suero no asi para las células crecidas
en un medio guimicamente definido. Al evaluar el grado de participaciéon de algunos
componentes det suero, como la insulina y albiimina de diferentes especies en la viabilidad
celufar, se encontrd que la primera no tiene efecto por si misma y que la albiimina bovina
completa si. El efecto tr6fico de la albliimina puede ser potenciade por HK 0 NMDA ya que
la viabilidad se¢ incrementa. Las albliminas de otras especies no tienen efecto en la
viabilidad. Los sueros completos de diferentes especies, a excepceién del suero de pollo, son

necesarios para promover la sobrevivencia de las células,




11.1 Antecedentes

La capacidad del sistema nervioso para responder plsticamente ante estimulos
externos o ante modificaciones internas del organismo ha hecho que la neurobiologia
modema dirija sus estudios para entender la forma en que diversos factores permiten la
expresion diferencial de genes, la regulacién de la formacion de las neuritas y la actividad
de los conos de crecimiento axdnico. Asi mismo, estas investigaciones tratan de esclarecer
1a forma en que estos factores ejercen cambios adaptativos en las neuronas jovenes para que
migren, formen su geometria dendritica, sus simapsis y sus vias de sintesis de
neurotransmisores. Se sabe ademds que su participacién aunada a la renovacién en el
niimero, tipo, forma y funcién de las sinapsis que conectan a los circuitos neuronales son
fundamentales en la adaptacién de los animales a distintas variaciones del medio. Esta
plasticidad es méxima durante el desarrollo, pero no es privativa de ella, ya que en el
cerebro adulto prosigue a niveles de expresion maés bajos y se mantiene durante toda la vida
de los vertebrados (Nieto-Sampedro v Cotman, 1988). De esta forma se hace patente que ¢l
sisterna nervioso tene su asiento torfofisiolégico en la comunicacion entre neuronas las
cuales forman una red de vias especificas, de tal modo que cada una de estas puede
comunicarse sdlo con aquellas que formen parte de su via, es por esto que la distribucién de
los tipos neuronales en este sistema no puede ser azarosa y debe regirse por moduladores
epigenéticos que durante el desarrollo embrionario originen patrones arquitecténicos que
conjuguen la participacién de distintos factores (como neurotransmisores y glia) que, al
realizar movimientos predeterminados de agrupaciones celulares, finalmente logren la

construccion del sistema nervioso de un organismo maduro {Saneto, ef al., 1989).

11.2 Desarrolio del sistema nervioso central

El esbozo del SNC humano aparece en el embrién presomitico durante la tercera
semana de gestacion, para este perfodo, el cigoto va ha pasado por una serie de divisiones

gue se inicia con Ia formacién de Ja blastula, gstrula que por enterocelia (en el caso de




marniferos) origina al celoma. Este es el momento en que se forman las tres capas
blastodérmicas que darén origen al individuo y, si estas son vistas en un cotte transversal,
corresponderian al ectodermo, mesodermo ¥ endodermo (Sawai, ef al. 1990; Kato, ef a.,
£991; Staton, ef al., 1992; Swal, cf 2l.,1993; Wakamatsu, ef al., 1997).

El sistema nervioso se origina del ectodermo, en particular de la zona més externa
denominada neuroectodermo. En este periode de crecimiento el complejo
cordomesodérmico ya ha liberado evocadores que inducen al neurcectodermo &
diferenciarse en la placa neural, la cual se encuenira constituida por un epitelio
pseudoestratificado que al alcanzar su méximo grosor comienza a invaginarse a lo largo de
Ia linea medio dorsal para formar el surco neural (figura 1).

En la placa pueden distingunirse dos regiones morfolégicas, donde el extremo
anterior es mucho mas ancho gue el extremo inferior, la primera regién dard origen al
encéfalo, en tanto que la mds delgada y caudal, formard a la médula espinal. Desde el
comienzo del desarrollo, Ia regién encefilica muestra las subdivisiones que originaran a las
vesiculas encefalicas primarias o vesiculas cerebrales primitivas: el prosencéfalo o cerebro
anterior, el mesencéfalo o cerebro medio y el rombencéfalo o cerebro posterior. La regién
prosencefalica se subdividira en una telencefilica y diencefilica, el mesencéfalo no se
divide pero la del rombencéfalo sf, formando el metencéfalo y mielencéfalo, Més tarde Ia
cavidad telencefalica originara los ventriculos laterales y la parte rostral del 3 ventriculo,
con la cual se comunica por agujeros interventriculares. La region diencefélica formara la
mayor parte del 3% ventriculo, en tanto que la cavidad mescencefilica al reducirse
constituird el acueducto cerebral, las cavidades del metencéfalo y mielencéfalo, el 4°
ventriculo y de la parte medular del tubo neural, el epéndimo. Al inicio de la 4a. semana,
cuando el embrion tiene 7 pares de somitas, a Ja altura del cuarto par de somitas, y en
direccidn céfalo-caudal, se empieza a cerrar 1a placa neural para formar el fubo neural. Las
ultimas partes en cerrarse son el neuroporo anterior y neuroporo posterior, y lo hardn en fas
etapas de 20 a 25 somitas.  En el tubo se diferencian 6 placas que son: Ia del techo situada
en la linea medio dorsal, la del piso, localizada en la media ventral, dos alares que
constituyen la parte dorsal del tubo, laterales al techo y dos basales, ventrales y laterales al

piso. Entre las placas alares y las basales se forman (a cada lado) los surcos limitantes,
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Figura 1. Transformacion de la blastula a gastrula. Bldstula de rana (a) ¥ su transformacidn
en gistrufa (b-f). b, iniciado la gastrulacién; ¢, eliminacidn del blastocele o segmentacién de la
cavidad por el gastrocele o arquenterén; d, géstrula completa temprana; ) Vista externa de la

gastrula temprana y f) gistrula tardia.



ltamados asi por separar apatémicamente a las placas alares (las que originan estructuras
sensitivas) de las placas basales (las que originan estructuras mofrices). Actualmente es
comtinmente aceptado que el patrdn inicial del tubo neural se establece al mismo tiempo

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

1.3 Neurobiologia del cerebelo

Como parte del sistema nervicso central y desde el punto de vista funcional el
cerebelo es una esfructura que se encarga del control de la postura y del tono muscular, la
coordinacién de los movimientas dirigidos (rdpidos o lentos), ademas se encuentra
relacioniado con &l vestibulo, la médula espinal, los nticleos pontinos los rojos y los

cuneiformes accesorios, el talamo, el complejo olivar, ia formacién reticular, la corteza

motora y la de asociacion.
Endodermo Surco neural
Plato precordal
Notocorda
Plato neural dei cerebro
X\ Blasfoporo
Argquentersn

Mesodermo

Figura 2. Géstrula tardia. Vista externa
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Figura 3. Vias aferentes y eferentes en el cerebelo. En esta figura se observa la superficie
del cerebelo (derecha) y los mécleos cerebelares (izquierda). Las vias de salida del cerebelo
(representado por las lineas mas negras del lado izquierdo) se dan a través del nicleo dentado, del
nticleo interpuesto y del micleo fastigial. Las vias de entrada a este drgano (lineas claras en el lado
derecho) se dan en Ia zona lateral de los hemisferios del cerebelo y provienen de la corteza cerebral
a través de los micleos pontinos. En la figura también se muestran las entradas que recibe el

cerebelo del tracto espinocerebelar.

La organizacién neurcnal general y los patrones de interconeccién en el cerebelo
maduro ha sido estudiada a gran detalle por una gran cantidad de investigadores, asi mismo,
ha sido documentada su ultraestructura (Gray, 1961). La organizacién laminar del cerebelo
(figuras 3 y 4), ha pennitido que ef mismo sea un modelo muy utilizado para estudiar el
desarrollo neuronal {Gray, 1961; Altman, 1982; Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). Uno
de los grandes avances en el estudio de este rgano ha sido Iz identificacién y aislamiento
de factores neurotréficos que estimulan la diferenciacion y sobrevivencia neuronal

(Burgoyne, et al., 1993).




Figura 4. Diagrama esquemitico que representa parte del folium cerebelar en donde se
muestra los cinco tipos neuronales, su localizacién y las conexiones de las fibras nerviosas
(Modificade de Kandel y Schwartz, 1985. Fibras trepadoras (CI), fibras musgosas (Mo), células
granulares (Gr), neuranas de Purkinje (P}, por ltimo las interneuronas estrelladas (St), en canasta
(Ba) y de Golgi (Go).

11.4 Forma y estructura del cerebelo adulto

El cerebelo esta constituido por los hemisferios derecho e izquierdo y por el vermis
central que estd dividido en lobulos por cisuras transverseles. La sustancia gris del ccrebclof
se sitia en la superficie como una corteza delgada que cubre las sustancia blanca central
donde se localizan ciimulos pequefios de neuronas en las partes cenfrales o micleos
cerebelosos (Leeson y Leeson, 1985). La organizacién cerebelar incluye a cinco tipos
neuronales (las células estrefladas, en canasta, Purkinje, Golgi y granulares) organizadas en
tres capas. La més externa o molecular estd constifuida por axones de las células granulares
o fibras paralelas amielinicas, por interneuronas (células en canasta y estrelladas), por las
dendritas de las células de Purkinje, Golgi v por las terminales de las fibras trepadoras, La

siguiente es una monocapa constituida por somas de las células de Purkinje; por tiltimo, la




capa mas interna (también llamada capa granular interna), se encuentra formada por somas

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

Fibras Paralelas

—~—

"

Capa
Molecular

— o — — —r — e — e — e o — s

Capa de células
de Purkinje

Fibra Fibra musgosa
trepadora

Figura 5. Vias de entrada y de salida y tipos celulares en la corteza cerebelar. Las células en claro
marcan las conexiones sinapticas exitadoras y las células en negro marcan las conexiones
inhibitorias. Las fibras trepadoras y las musgosas establecen contactos exitadores con los micleos

cerebelares,

Las células granulares forman una capa de células compactas, pequefias y pobres en
citoplasma, pero con un nicleo abundante en cromatina, tienen de 3 a 6 dendritas cortas y
una ax6n amielinico que asciende a la capa molecular donde se bifurca (Leeson y Leeson,
1985). Las células de Golgi que ocupan un lugar dentro de esta capa, son menos numerosas,
y pueden diferenciarse de las granulares por su gran tamafio y por sus dendritas muy
arborizadas. En la corteza también hay terminaciones de las fibras musgosas y trepadoras

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



la médula espinal (Leeson y Leeson, 1985). Las fibras musgosas son gruesas y hacen
sinapsis con las células granulares micntras que las fibras trepadoras se conectan con las
espinas dendriticas de las células de Purkinie y con las dendritas de las células en canasta y
de Golgi (Tranch, 1988; Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). El cerebelo de rata adulta

posee cerca de 1.1 x 10 células granulares con somas de § a 6 p de didmetro.

1.5 Desarrolio embrionario del cerebelo

A nivel metencefélico, 1a placa del techo se engrosa a dos niveles para constituir los
velos medulares: el nivel supedor queda en el fondo del itsmo (en el Hmite del metencéfalo
y mesencéfalo) y el posterior permanece detrds del cerebelo, pero cuando se inicia ef
desarrollo de la corteza cerbelosa ambos velos casi se tocan. De las placas alares se forman
dos #reas dorsales denominadas labios rémbicos o placas cercbelosas (de las cuales se
diferenciaré el cerebelo), y dos 4reas laterales (laterales a las palcas basales y a los surcos
limitantes) cuyas células migran ventralmente hacia 1a capa marginal constituyendo (junto
con Jas células provenientes del mislencéfalo) los nicleos pontinos. Estos reciben fibras
corticopontinas (o pontocerebelosas) que ascienden por los pedinculos cerebelosos medios
a la corteza cerebelosa. Estas fibras también son llamadas musgosas, y transmifen sefiales
excitadoras a las células granulares (a su vez, transmiten el mismo tipo de sefizl a las demAs
célufas de la corteza cerebelosa y a corto plazo inhiben la descarga de las células de
Purkinje, ayudando asi, a la coordinacion de los movimientos voluntarios).

Al principio de Ia diferenciacion del cerebelo, {a mayor parte de los labios rombicos
se localiza en el inferior del IV ventriculo. Mientras estos permanecen en la cavidad, se
fusionan a nivel de la linea media para formar el esbozo del cerebelo, es decir los Idbulos
laterales, pero antes de finalizar el tercer mes fetal, la parte extraventricular se hace mas
voluminosa y se proyecta fuera del tercer veniriculo, a este fendémeno s¢ le denomina

eversion del cerebelo.



{1.6 Desarrollo postnatal

El tipo celular predominante en el cerebelo estd constituido por las células
granulares y debido a que son objeto de este estudio, se abordark su desarrollo postnatal,

En la rata fa mayoria de las células granulares se generan postnatalmente por una
divisién en la capa germinal externa (EGL), la regidn especifica de division se localiza en la
zoea superficial de proliferacion que persiste hasta el dia 21 postnatal (etapa de
proliferacién). Las células granulares inmaduras migran de la zona premigratoria que se
encuenira en la superficie del cerebelo hacia su posicidn final en la capa granular interna
(IGL) localizada en Ia parte rostral del 16bulo rémbico, esto ocurre a partir del sexto dia
postnatal. Ramén y Cajal {1929) fue el primero en describir esta migracion que, en el caso
del ratén, puede durar 3 dias, posteriormente, el desplazamiento neuronal que ocurre a
través de la capa molecular y de las células de Purkinje (Jacobson, 1991} fue evidenciado
por Miele y Sidman (1961) al utilizar H-timidina. Los procesos de proliferacién y
migracién ocurre en las primeras 3 semanas (Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988).

Durante el periodo de migracién, las granulares establecen contactos con procesos
de las células pliales de Bergman y con procesos de las células de Golgi (Rakic, 1971), sin
embargo Ia adhesidn a estos procesos sdlo es transitoria ya que después pierden su afinidad
y cstablecen contactos entre ellas mismas, entre astrocitos y otros tipos celulares (figura5).
Las primeras entradas sindpticas que reciben las células granulares provienen de las fibras
musgosas, sinapsis que en rata han sido observadas en cortes histolégicos obtenidos y
procesados a partir del quinto dia postnatal {Arsenio-Nufiez y Sotelo, 1985), pero 1o es sino
hasta el dia 10 o 12 postnatal cuando la sinapsis es funcional, esto ocurre justo en el
momento en que se inician los contactos inhibidores dados por las células de Golgi hacia
las células granulares en los glomérulos de las fibras musgosas (Burgoyne y Cambray-
Deakin, 1988). Cabe resaltar que la migracién neuronal se encuentra mediada por los
receptores a N-metil-D-aspartato (Rakic, 1971; Sievers ef al., 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 células estan

localizadas en Ia capa molecular en donde reciben entradas sindpticas de las fibras

10



musgosas {una de las dos principales vias de entrada al cerebelo) mientras que los axones
ilegan hasta Ia capa molecular en donde se bifurcan y dan lugar a las fibras paralelas (via de
salida del cerebelo) las que establecen contactos sinipticos con espinas dendriticas de las
dendritas de las céiulas de Purkinje, de las célnlas en canasta y de Golgi (Burgoyne y
Cambray-Deakin, 1988). La formacién de contactos sindpticos de las células granulares
sobre las dendritas de las células de Purkinje en particular parece ser necesario parz la

sobrevivencia de las céfulas granulares (Sotelo y Changeux, 1974).

.7 Farmacologia de las células granulares de cerebelo

Se ha mencionado que las células granulares reciben entradas sinapticas excitadoras
de las fibras musgosas provenientes del puente y de la médula, donde una parte de la
poblacién es colinérgica (Kasa y Silver, 1969) y la otra, que por cierto es muiy numerosa,
estd constituida por fibras que utilizan glutamato como neurotransmisor (Fonnum, 1984;
Garthwaite y Garthwaite, {986) que cuando es liberado, interacciona con los receptores
sindpticos localizados en las células granulares (Hudson, ef af.,, 1976); en esta transmisién
sindptica se utiliza preferencialmente los receptores que son del tipo NMDA (NMDA-R),
un receptor subtipo al glutamato (Garthwaite y Brodbelt, 1989; Cambray-Deakin, 1990b).
El NMDA es uno de los receptores mas concurridos dentro de log aminodeides excitadores
{AAE), su efecto es mediado por el canal acoplado al receptor y su activacion involucra
cambios en los niveles de calcio intracelular ([Ca™);, la activacién de proteinas y la
expresién de genes tempranos (Burgoyne, ef of, 1988; Cambray-Deakin, et al, 1990,
Szekely ef al., 1990). Trabajando con rebanadas de hipocampo Kater propuso que la entrada
de calcio via NMDA-R, modula el crecimiento de las neuritas (Kater, ef af., 1988); no
obstante, Jos axones ¥ neuritas de algunas células pueden crecer en ausencia de filamentos
de actina y bajos niveles de calcio, y esto se debe a la induccién de genes estructurales
como la f tubulina clase H (Cambray-Deakin, ef al, 1991; Rashid y Cambray-Deakin,
1992). Estos y otros resultados sugieren que el glutamato via NMDA-R tiene un papel

neurotréfico importante sobre este tipo celular, pues cuando su accidn es bloqueada por
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antagonistas conlo ¢l APV o cuando el glutamato endégeno es removido, el crecimiento de
las neuritas se reduce (Pearce, ¢f al., 1987). Por dltimo, la presencia del NMDA estimula la
expresién de proteinas del citoesqueleto que a su vez permite una direccionalidad en el
crecimiento de las neuritas con rangos de erecimiento que van de 12 wh (controles) a 50

wh {Cambray-Deakin, ef al,, 1992).

11.8 Glutamato: Metabolismo, sintesis y mecanismos de liberacion

El glutamato (Glu) es tanto uwn elemento estructural de proteinas como un
intermediario en el metabolismo celular estas caracteristicas Io hacen dinico dentro de Ia
neurobiologia. En €l sistema nervioso y en particular en el sistma nervioso ceniral de
mamiferos, este aminoécido tiene un papel fundamental en la neurotransmisidn excitadora o
positiva, no obstante su participacion también se ha asociado al desarrollo de algunos
desérdenes neuroldgicos enire los que se incluyen el mal de Alzheimer, et de Parkinson y
en la epilepsia. (Fornum, 1985; Rotman, ef al., 1987; Choi, 1988; Choi, y Rotman, 1990,
Meldrum B. y Garthwaite, 1991). La gran variedad de funciones asociadas al glutamato nos
habla & su vez de las miltiples vias de sintesis para este amjnpacido v, si ademds le
afiadimos la compartamentalizacién anatémica de estos sitios, nos dari como resultado una
especializacidn metabdlica de los compartimentos celulares y una interdependencia
metabdlica entre los tipos celulares (Fonnum, 1991, Cap. 15).

Con objeto de presentar un panorama general de la participacién de este aminoécido,
a continuacién se enlistan las funciones que se le asocian: 1) en el metabolismo energético
general, localizado en mitocodria (Ottersen, ef af., 1992; Ottersen y Storrn-Mathisen, 1983);
2} en la glia, como fijador de iones amonio a través de la glutamina sintetasa (Martinez-
Hernéndez, et al, 1977); 3) en la fransmision sindptica donde la liberacion del glutamato
transmisor se da en las vesiculas de manera dependiente de Ca®* (Naito y Ueda, 1985;
Fonnum, ef al, 1992); 4) como precursor del 4cido y-aminobutirico 0 GABA en neuronas

GABAérgicas (Fonnum er af,, 1970; Ribak ef al, 1976).
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E! glutamato, al igual que el aspartato, es un aminodcido que no atraviesa la barrera
hematoencefilica, por lo que las neuronas deben sintetizarlo a partir de precursores como la
glucosa. Las enzimas que se encargan de la sintesis y metabolismo del glutamato se
localizan en dos compartimentos cerebrales que constituyen a las células gliales v
nerviosas, de tal forma que la sintesis ¥ en general el metabolismo de los aminodcidos
transmisores (Glu, GABA, etc.), dependen de la interaceién entre las terminales nerviosas y
las células gliales que sintetizan y metabolizan a otros grupos de transmisores, (Fonnum,
1991, Cap.15; Siegel, 1994. Cap. 17). 8dlo comeo dato adicional mencionaremos que la
concentracion del glutamato en el cerebro ¢s de alrededor de 10 mM y la concentracion de
glutamina es de 7 mM. (Engelsen, ef al., 1985). En estudios inmunohistoquimicos se ha
demnostrado que la concentracién de glutamato en las terminales glutamatérgicas del
cerebelo (fibras paraleas, trepadoras y en las terminales de las fibras trepadoras) es de 20 a
30 mM (Ottersen, ef al,, 1985.)

Se propone que ¢l glutamato neurotransmisor en las granulares de cerebelo, es
sintetizado a partir de glutamina por una reaccién catalizada por la glutaminasa activada por
fosfato (GAF) (Hamberger et al., 1979; Hertz y Schousboe, 1987), a partir de L-aspartato
{L-Asp) y a-cctoglutarate por una fransaminacién catalizada por la aspartato
aminotransferasa (AAT) (Altschuler ef al., 1985; Wenthol er al., 1986; Palailogos et al.,
1989), o a partir de o-cetoglutarato mediante una reaceién catalizada por la glutamato
deshidrogenasa (GLDH), (Patel et al, 1982; Wolf y Schiinzel, 1987). Los cambios
histolagicos y la actividad de enzimas como la GAF y AAT correlacionan con la
informacion hasta ahora conocida sebre la formacion de células y vias glutamatérgicas en el
cerebro, por lo cual, se les ha considerado como marcadores apropiados de las células
granulares; asi mismo, estas enzimas actian de manera sinérgica, pues la sintesis neta del
glutamate se da por una fransaminacién del asparfato mediante la accién de la AAT,
mientras que la GAF provee la formacién de glutamato a partir de glutamina proveniente de

astrocitos. (Palailogos et al., 1989).
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a) Glutaminasa Activada por Fosfatos (GAF)

La GAF es una enzima mitocondrial que se encarga de la sintesis del neurotransmisor
glutamato, es activada por fosfatos y algunos 4cidos carboxilicos y es inhibida por cf
glutamato, por iones amonio y profones. Su reaceién es irreversible {Benjamin, [981;
Kvamme et al, 1983; Kvamme, ef al,, 1991). Esta enzima no presenta una distribucién
regional (McGeer and McGeer, [979) ya que se encuentra tanto en Ja glia como en las
neuronas (Altschuler, ef al, 1985; Donnogue y Wenthold 1985; Wenthold ef 2/, 1986).

Gln—- Glu + NH;

b} Aspartato Aminotransferasa (AAT)

La AAT cataliza la reaccion: Asp + 2-oxoglutarato = Glu+ Oxaloacetato,
No presenta una localizacién especifica en el cerebro (Benuck, et af, [972). La AAT
presenta dos isoenzimas que se localizan en compartimentos diferentes y ademés presentan
propiedades cinéticas diferentes. Ambas isognzimas son reguladas de diferente forma por el

substrato (Fonnum, 1968; Magee y Phillips 1971).

¢) Glutamato deshidrogenasa (GLDH)
La GLDH es una enzima que cataliza una reaccion reversible, en donde la concentracién de
ios substratos determina la direccién de la misma reaccidn:

Glu+ NAD' = NH; + 2-oxogiutarato + NADH + H'

es una enzima mitocondrial encargada de la desaminacidn oxidativa, forma iones amonio
(NH3) y cicla el glutamato a partir del NAD(P)" (Aoki ef al., 1987), Algunos de esos iones
amonio son utilizados en la biosintesis de amincacidos, mientras que ¢l exceso es
eliminado. En vertebrados terrestres los iones NH,* son convertidos a urea en el higado
para ser excretados, (Voet y Voet, 1994).

L2 GLDH en un inicio no parecia presentar una distribucién regional distinta, a no
ser por enconfrarse en mayor concentracion en sustancia gris en relacién con la sustancia
blanca (Leong e/ al., 1984), pero estudios inmunohistoquimicos realizados por Wurdy en

1991 indican una localizacién preferencial en células gliales y en cercbelo (Wurdi y
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Kugler, 1991).

11.9 Los Receptores al glutamato vy su clasificacion farmacoldgica: Una perspectiva general

Las caracteristicas funcionales y farmacoldgicas de los sitios que reconocen al
glutamato son la base para dar upa division de clases y subtipos de receptores a este
neurotransmisor (Glu-R). Los Glu-R han sido clasificados como ionotrépicos (;Glu-R) vy
como metabotropicos (,Glu-R). Los recepfores son proteinas transmembranales ¢on un
sitio de reconocimiento a diferentes agonistas (Nakanishi, 1992; Seeburg, 1993). Se
conocen como recepiores ionotropicos a aquellos cuyo ligando activa canales idnicos de
permeabilidad selectiva, para el caso especifico del glutamato estos receptores
farmacolégicamente son divididos de acuerdo a su activacion preferencial, de esta forma se
encuentran los receptores que son del tipo N-metil- D aspartato (NMDA-R) (Watkins,
1962,1980 y 1989; Garthwaite y Garthwaite, 1986; Barnard y Henley, 1990; Cull-Candy et
al} y a los receptores a AMPA (c-amtino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato), que en
ocasiones es reemplazado por el agonista quisgualato (QQ) o por el 4cido kainico (KA).
Todos ellos estin ligados a canales catiénicos que permean Na* o Ca®* al interior de la
célula y liberan K*. Estos receptores se relacionan con la neurotransmisién ripida (Watkins
y Evans, 1981; Monaghan, er al, 1989; Watkins ot al, 1990). Los ,Glu-R se caracterizan
por estar acoplados a proteinas, que a su vez se asocian a los procesos metabdlicos
celulares, su clasificacion, al igual que en el caso anterior, se da en base al tipo de agonista
al que responde: el QQ es el agonista mds selectivo para un grupo, mientras que para el
grupo del 4cido trans-1-aminociclopentano-1,3-dicarboxilico (1-ACPD) el agonista més
potente es el acido (18,3R)-1-aminociclopentanc-1,3-dicarboxilico, en el tercer grupo se
encuentran los receptores subtipos que prefieren al L-AP4 (4cido L-2-amino-4-
fosfonobutirico). Los receptores que preficren al QQ estdn unidos a la formacion del
inositol irifosfato y los receptores que prefieren al t-ACPD y al L-AP4 estdn unidos
negativamente a la formacidn de adenosina 3'5'-monofosfato o AMP: (Nakanishi, 1992;

Schoepp y Conn, 1993; Schoepp, 1994). Un nuevo sitio se puso en evidencia al estudiar los
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subtipos QQ y L-AP4 en tejidos neuronales, este nuevo receptor al Glu se e ha
denominade dcido L-2-amino-6-fosfonohexanoico y su funcidn atn no es clara (Harris ef

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

Figura 6. Clasificacion de los Glu-R de acuerdo al tipo de agonista al que responden.

La amplia distribucion y contribucién en el SNC de mamiferos de un receptor
sublipo al glutamato ha llevado a clasificar a los receptores del glutamato en dos tipes: los
que son dei fipo N-metil- D aspartato (NMDA-R) (Garthwaite y Garthwaite, 1986; Barnard
y Henley, 1990; Watkins, 1962,1980 y 1989; Cull-Candy ef al), v los que no son del tipo
NMDA (no NMDA-R) entre los que se encuentran el AMPA, Acido Kainico (Bamnard y
Henley, 1990; Watkins, 1989) y el L-AP4 (Monhagan y Ganong, 1988; Watkins, 1980 y
1989. Tabla ).
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Tabla I. Receptores a los AAE en el SNC de mamiferos. (1} No es absolutamente necesario. (2}

Algunos no han sido suficientemente investigados. (3) Transmisores; su preferencia por algin
receptor especifico no es claro. (4) La especificidad de estos sublipos esta en investigacidn,
{Nakanishi, 1992).

Los NMDA-R son jonotrpicos y se encuentran dentro de los receptores mds
regulados. Hay no menos de 5 sitios a ligandos endGgencs que incrementan o no fa
probabilidad de que el canal acoplado se abra. Estos cinco sitios de regulacién son los
siguientes: a) 3 sitios donde se lleva a cabo una modulacién positiva: i} un sitio que
reconoce al giutamato, su agonista endégeno {(Olverman ef al., 1984), i) un sitic de unién

al coagonista glicina, este sitio ¢s insensible a estricnina (antagonista de los receptores a
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glicina) y no es activado por [B-alanina, esta zona es considerada come un sitio alostérico
pues al unirse 1a glicina junto con el dcido-1-carboxilico (ACC) se induce la apertura del
canal (Mayer, 1984; Cull-Candy y Ogden, 1985; Jhonson y Ascher, 1983; Kleckner y
Dingledine, 1988), y ¥} un sitio regulatorio por poliaminas (espermina y espermnidina) que
promueven la activacion del receptor (Williams, et al., 1991; Rock y Macdonald, 1991), su
accién es bloqueada por ciertas triaminas como la dietilenetriamina. b} 2 sitios donde se
lfeva a cabo fa modulacidn negativa: £} un sitio dentro del canal que es blogueado por Mg™"
y que regula el influjo de iones (Nowak et al., 1984) y i} un sitio de union fuera del canal
para Zn®* que evita la activacion del canal (Mayer y Westbrook, 1987), Ademas se presenta
un sitio donde el canal une drogas como la Fenilciclidina (PCP), el MK-801 v la Ketamina,

Las propiedades del receptor tipp NMDA son: a} Su alta permeabilidad a] calcio
(MacDemmot et al.,, 1986; Mayer et al., 1987), b) su bloqueo por magnesio dependiente de
voltaje (Nowak et al., 1984), d) sy modulacién por glicina (Mayer, 1984; Cull-Candy y
Ogden, 1985; Jhonsen y Ascher, 1983) y €) su alta afinidad (en el orden micromolar) por L-
glutamato (Olverman et al,, 1984). Todos estos sitios modulan la apertura del canal
asociado que permea Ca®*, Na* y K* (Pumain y Heinemann, 1985).

La accién del Glu mediada por los NMDA-R tiene la caracteristica de modular una
gran variedad de procesos relacionados con la plasticidad neuronal en cerebros adultos o en
desarrollo, esta accidn puede ser neurotréfica ¢ neurotdxica dependiendo de la region
cerebral y/o estado fisioldgico del organismo (Milani et al.,1991; Balazs, et al.,, 1988;

Burgoyne et al., 1993).

{1.10 Cultivos neuronates

El andlisis y caracterizacidn de los eventos que se presentan en etapas puntuales del
desarrollo ha incrementado el interés por entender las bases moleculares, genéficas y
epigenéticas que controlan los eventos relacionados con los procesos de proliferacidn,
migracion, establecimiento de sinapsis, diferenciacién y muerte de los distintos tipos

neurcnales. Tratar de estudiar todos estos procesos dentro de sistemas complefos serfa muy



complicado y no muy ventajoso. Las razones anteriores hacen de los cuitivos de tejidos un
método muy recurrido en la actualidad ya que permiten la sobrevivencia preferencial de
algin tipo neuronal en un determinade estado y tiempo del desarrollo, ademas se puede
modular los procesos que ocurren normalmente en las células.

Los estudio realizados con esta técnica han sugerido que las células granuiares del
cerebelo tienen requerimientos voltaje dependientes (Baldzs,1990). Balézs y Hack en 1990,
ademds de Kingsbury y Gallo en 1985, analizaron en experimentos in vitro la
despolarizacién crénica incrementando la concentracién del K en ¢l medio, sobre fos
niveles fisiologicos (>20mM) (Chalazonitis y Fishbach, 1980; Nishi y Berg, {981). Antes
del tercer dia postnatal cnando apenas inicia la maduracién bioldgica de estas células, su
desarrollo no se ve afectado por [a presencia o ausencia de K¥, lo que indica que la
dependencia de condiciones despolarizantes se desarrolla paralelamente con la expresion de
las caracteristicas propias de la diferenciacién de estas células como es el desarrollo del
soma y las dendritas, ademés de existir la dependencia de altas concentraciones de calcio
intracelular para el crecimiento de las neuritas (Cambray-Deakin and Burgoyne, 1992;
Burgoyne et al., 1988), en correlacién con la activacion de la proteina cinasa C (Cambray-
Deakin et af, 1990a); también se tiene documentado que la estimulacién con NMDA
involucra cambios en la organizacién del citoesqueleto, cambios que se requieren para la
extension de las neuritas (Rashid and Cambray-Deakin, 1992; Bigot et a/., 1991).

Baséndose en estos hallazgos se ha propuesto la hipdtesis de que el efecto de alfos
niveles de K' in vitro mimetiza la influencia que tienen las primeras inervaciones que
reciben las células granulares durante sus primeros estadios postmigratorios provenientes de
las células musgosas (Balizs y Jorgensen, 1987). Muchas de estas fibras son
glutamatérgicas con alta afinidad por su sustrato (Olverman ef al., 1984) ¥ permean Ca™
(Mayer et al., 1987). Se ha observado gue puede incrementarse la sobrevivencia de las
células granvlares en cultivo por tratamientos con NMDA (N-metil D-aspértico) (Balazs et
al,, 1988¢). Por tanto dicha hipdtesis sugiere que la influencia ejercida por la inervacién de
las eélulas musgosas es mediada por Ia conduccién de Ca** via el receptor tipo NMDA
(Balazs y Hack. 1990), debido a estas propiedades se ha considerado a los receptores tipo

NMDA de gran importancia en los procesos de plasticidad sinptica. (Collingride y Bliss,
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1987; Balazs et al., 1988a y 1988h).

Estudios farmacolégicos han demostrado de manera muy clara la participacion de
este receptor en la induccién de la sobrevivencia en cultivo. Antagonistas selectivos que
actian como inhibidores competitivos (APH, APV) y no competitivos (MK 801) del
receptor bloquean el efecto trofico del NMDA en células granufares (Olverman ¢t al.,
1984). Como se menciond, €l receptor tiene un sitio que une glicina, pero este sitio es
insensible a esfricnina, firmaco que normalmente se usa como antagonista de los 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 sjerza su efecto (Jhonson y Ascher, 1987), ademds, se ha
demostrado que el anticonvulsivo MK 801 igualmente antagoniza de manera no
competitiva, las respucstas despolarizantes al receptor NMDA, no asi al receptor a Kainico
y el de AMPA (Wong et al., 1986).

La activacion del receptor tipo NMDA puede contribuir a la sobrevivencia de las
células granulares in vifro, como se ha venido discutiendo, sin embargo, se ha visto que un
incremento prolongado en la entrada de caleio puede ocasionar dafio neuronal (Siesgo,
1981). El Glu a través de sus receptores puede originar ciertos desérdenes mediados
principalmente por los NMDA-R, en periodos profongados de anoxia que fraen como
consecuencia dafio neuronal y neurotoxicidad. La falta de oxigeno hace que los niveles de
energia caigan, lo cual produce acidosis y liberacion de radicales libres; por tanto, esta falta
de energia afecta el metabolismo y al potencial de membrana. La despolarizacién
consecuente de las células es inevitable, generando potenciales de accion para liberar al
newrotrapsmisor glufamato de las terminales presindpticas. La liberacion de este
neurotransmisor activa a los Teceptores postsinapticos que permean Ca”", incrementando asf
sus niveles intracelulares. Los niveles de calcio intracelular ([Caz“].-} desencadenan un
sistema de segundos mensajeros que amplifican y prolongan el estimulo afin cuando éste
haya sido eliminado. (Siegel, 1994).

Con estas evidencias se observa que la prolongada activacién del receptor tipo
NMDA provoca fendmenos de potenciacién excesivos que resultan en la degeneracion o

muerle celular, esta toxicidad puede ser prevenida completamente utilizando antagonistas a
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este receptor (Eimerl y Schramm, 1991}. También se ha observado que el glutamato puede

provocar neurotoxicidad cuando fos niveles de plucosa y/o Mg”* son disminuidos {Novelli

et al., 1988),

IL.11 Dependencia sercidgica de los cultives de las células granulares de cerebelo

El sistema nerviose central de los mamiferos requiere necesariamente la presencia
de faclores troficos para su desarrollo, mantenimiento o sobrevivencia {Levi-Montalcini,
1987; Barde, 1989, Ferrari ef af., 1989; Maisonpierre ef al, 1990; Knusel ef al, 1990).
Muchos de estas factores se encueniran en €l suero por lo que este representa un medio 1itil
para el cultivo de células neuronales. De enire todos los sueros, el representante mds
utilizado como suplemento para el crecimiento de los cultivos de tejidos es el fetal bovino
(SFB}. Segiin un estudio de Andrews (1981), se determind que ¢l componente principal del
suero es la albimina (>50%) siguiéndole en orden decreciente de importancia la a-
globulina, B-globulina y la y-globulina. Al compararse el SFB con suero que no es fetal, se
encontré que los componentes, segin un perfil electroforético, son diferentes (Andrews,
1981).

En e} caso particular de las células granulares de cerebelo, se han obtenido datos que
relacionan los cambios morfoldgicos y bioquimicos con el contenido del suero en el medio
de cultivo en el que son sembradas (Kingsbury y Gallo 1985) observadose que este efecto
es potenciado por el suero y que él mismo se ve disminuido en un medio que carece de
suero,

Se ha visto que las células cultivadas en medio quimicamente definido (CDM)
pueden permanecer vivas en el cultivo durante varias semanas y las que son sembradas en
medio suplementado con suero (SCM) tienden a organizarse en cimulos y a crear
conexiones (Kingsbury v Gallo, 1985). La migracion de células y el desarrollo de las
neuritas, da como resultado la formacién de pequefios cimulos que gradualmente van
incrementando en talla ademas de su interconexion, esto ocurre a los 7 dias in vitro (DIV)

en neuronas de mamifero (Kings ef /., 1985). Asi mismo, hay datos que ponen en evidencia
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¢l efecto téxico del suero en cultivos de 14 a 19 DIV. Estos resultados revelan la presencia
de elementos en el suero que pofencian el efecto téxico dado par los receptores tipo NMDA
y por los no NMDA-R (Eimerl y Schram, 1951; Schramm et al., 1990).

La organizacién de los cultivos en CDM es diferente a las células crecidas en
presencia de suero (Gallo ef al.,1985): la formacién de etimulos, prolongacién de neuritas y
migracién de células se encuentra limitada pero permainecen en mejor estado durante

periodos de incubacion més prolongados (de 3 a 4 semanas).

.12 Factores de crecimiento y sus acciones: Una retrospectiva

Los factores de crecimiento se caracterizan por ser: 1) factores que previenen la
muerte celular natural y/o promueve la sobrevivencia neuronal (Sporn and Roberts, 1990),
2) Factores que inducen el crecimiento de las neuritas y 3} Factores que inducen la
diferenciacién del fenotipo neuronal (Schwartz, 1993).

Estos factores se distinguen de las clasicas hormonas enddcrinas como la insulina o
la hormona del crecimiento en dos aspectos importantes: a) las hormonas enddcrinas son
sintetizadas en glandulas especializadas como el pdncreas y la glandula pituitaria,
respectivamente, b) las clisicas hormonas endécrinas son liberadas de su sitio de sintesis
para ser transportadas, via torrente sanguineo, a sus células blanco mientras que los factores
de crecimiento, en la mayoria de los ¢asos, actian localmente en los sitios donde fueron
sintetizados, es por esto por lo que generalmente no se les puede detectar en sangre o en
otros fluidos. A pesar de estas diferencias los factores de crecimiento y las hormonas
pueden tener efectos andlogos, es decir, los primeros pueden tener efectos semejantes a las
hormonas endécrinas (al actuar sobre céiulas blanco especificas) mientras que las segundas
pueden promover el crecimiento o Ia actividad mitética en las célutas (Cross, y Dexter,
1991; Sporn y Roberts, 1990).

A continuacién se presenta la clasificacién de los factores de crecimiento en la que
se incluyen § familias: 1) La familia del factor de crecimiento derivado de platos o PDGF

(del inglés plateled-derived growth factor) (Balk, 1971; Ross et al., 1986). 2) La familia del
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factor de crecimiento epidérmico o EGF (epidermal growth factor) (Savage, 1972;
Carpenter y Cohen. 1979). 3) La familia de! factor de crecimiento fibrilar o FGF (fibroblast
growth factor). 4) La familia de los factores de ¢crecimento semejantes a la insulina o [GFs

{insuline like-growth factors} ¥ 5) La familia del factor de crecimiento transformante o TGF
{transforming growth factor).

11.13 Consideraciones finales y objetivos

Todas estas evidencias manifiestan la presencia de factares permisivos en el suero
que pramucven ciertos fendmenos durante el desarroilo (Jessell, 1988; Oppenheim 1989;
Maissnpierre, 1990), estos factores, aunados a la expresion temprana y diferencial de
neurotransmisores ¥y neurcpéptidos, favorecen tanto la division como la sobrevivencia
neuronal, crecimiento de neuritas y de conos, incrementan la motilidad celular y son
capaces de inducir cambios en el fenotipo neuronal v glial (Burgoyne, ef al., 1993). La
participacién puntual en procesos especificos del desarrollo permite plantear que las
funciones tréficas a corto o largo plazo de estas neurotrofinas es intermediaria de la
plasticidad neuronal como actividad dependiente de la estabilizacion yfo rearreglo de las
sinapsis.

Con ¢l propésito de evaluar esta hipdtesis, se analiza ¢l efecto de sueros de distintas
especies y de algunos de sus componentes para conocer su posible parficipacién como
factores tréficos o como moduladores del desarrolle de las neuronas granulares de cerebelo
de rata en cultivos primarios. Para esto se midi6;

a) la actividad enzimatica de la glutaminasa activada por fosfato

b) ia viabilidad neuronal influenciada tanto por factores séricos como por el

NMDA y el alto potasio (HK).

La evaluacidn del grado de veracidad y validez de los resultados se logrd con la

obtencién del error experimental (Ee),
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NI Materiales y Métodos

Los medios modificados (Dulbecco’s modified Eagles medium o DMEM) y los
sueros (fetal bovino, ternera, caballo, etc) fueron obtenidos de Gibeo, las enzimas fueron
obtenidas de Boehringer y los demds reactivos se obtuvieron de Sigma. Todas las drogas se

utilizaron a dosis efectivas medias.

1.1 Cuitivos celulares

Se establecieron cultivos neuronales de células granujares provenientes de cerebelo
de ratas Wistar de 8 dias de nacidas (8P} (Mordn y Patel, 1989) en medios quimicamente
definidos (CDM) o suplementados con suero (SCM), los cuales se mantuvieron bajo
condiciones de esterilidad en una incubadora a temperatura constante (37°C) y a una atmésfera
con aire saturado con vapor de agua y 4.6% de CO.. Los cultivos se realizaron en cajas de 20
mm de difmetro o en multipozos a una densidad celular de 1.25 — 1.5 x10% células por mililitro
con un periodo de incubacidn de 3 a 6 dias in vitre (DIV). Después del primer DIV los cultivos
fueron tratados con citosina arabinosa para evitar el crecimiento de células no neurcnales y en el
2 DIV se trataron con KCl o NMDA, los demis factores (albimina, insulina) se afiadieron a
distintos DIV (ver resultados). Se anotaron las condiciones morfoldgicas de las células en el dia
en que se realizé la cuantificacion de la actividad de la GAF o la viabilidad celular. Se anexa una

tabla (Tabla I} que describe los componentes particulares de los medios de cultivo.

I11.2 Actividad enzimdtica y medicién de proteina

Después de 5 DIV las cajas fueron favadas con PBS a 37°C y el tejido fue
homogenizado en buffer de Imidazol 10 mM, pH 7.2 a upa temperatura de 4°C. Este
homogenado se utlizé para los ensayos respectivos de actividad de la GAF y para la

cuantificacion de proteina.
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TABLATI
Componentes de los medios de cultivo (amino4cidos, vitaminas y otros)

SCM CDM
Aninodcidos (mg/ml)

L-Arginina-HCl - 84.0
L-Arginina 17.4 -
L-Cisteina 12.0 48.0

L-Glutamina 292.0 584.0
L-Glicina - 30.0
L-Histidipa HCL.H;0 - 42.0
L-Histidina 8.0 -
L-Isoleucina 26.0 105.0
L-Leucina 26.0 105.0
L-Lisina HCI -- 146.0
L-Lisina 292 --
L-Metionina 1.5 30.0
-Fenilalanina 16.5 66.0
L-Serina -- 42.0
L-Trecnina 24.0 95.0
L-Triptofano 40 16.0
L-Tirosina 18.0 72.0
L-Valina 235 94.0
Vitaminas (mgfml)
Biotina 1.0 -
D-Ca pantotenato 1.0 4.0
Clruro de colina 1.0 4.0
Acido félico 1.0 4.0
i-inositol 2.0 7.2
Nicotinamida L0 4.0
Piridoxal-HCI 1.0 40
Riboflavina 0.1 0.4
Tiamina-HC1 1.0 4.0
Otros
Suero fefal bovinoe inactivo 0.1 mi -
Penicilina/estreptomicina 0.01 m! .01 ml
Insutina -- 0.11883 UL
Progesterona - 6.3E-14 (mg/ml)
Transferrina humana - 0.§ (mg/mi)
Putrescina .- 0.016 (mg/ml)
Selenio - 6.9E-11 {mg/mb)




La reaccidn se inicid al afiadir 20 pl del tejido a 80 pl de la mezcla de ensayo (la cual
tiene 0.46 mM de 14C-Gln al inicio de la reaccidn} los blancos manejados {de 2 a 3
repeticiones) en vez de tejido tenfan 20 pl de agua (Kvamnte and Olsen, 1980). Todos estos
fueron incubados por 20 minutos a 37°C y siempre se realizaron duplicados. La reaccitn se
detuvo al adadir | mi de agua fifa e inmediatamente se pasé por la columna de intercambio
iénico. Se realizaron 3 lavados a fa columna. En la primera elucidn se usd 5 ml de agua
destilada la que fue colectada y llevada a los desechos radiactivos (contiene 1a “*C-Glutamina
no usada). Posteriormente se lavé con 6 mil de édcido acético 5 mM se colectd y se desechd.
Por dltimo se lavé la columna con 4cido acético 0.5M y se colectd 1 ml de la fraccién 3, ala
que se le afiadié 10 ml de Tritosol.

La medicidn de la proteina se realizé segin el método Bradford (Bradford, 1976),
para lo cual se utilizé como méximo 10 pg/ml de proteina en tubos de ensayo, la muestra
{(por duplicado) fue Hevada a un volumen final de 100 ul con agua destilada. Se agregd ! ml

del reactivo Bradford y se cuantifics Ia proteina después de 5 minutos y hasta 60 minutos a

una A de 595 nm.

111.3 Determinacion de la viabilidad celular

Se utilizd la técnica del MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-bromuro  de
difeniltetrazolio} que ha servido para medir la proliferaciéon y sobrevivencia en cultivos
celufares (Mosnman, 1983; Manthorpe et al, 1986; Edmonson et al., 1988) incluyendo
cultivos de células granulares de cerebelo (Baldzs et al, 1988). El método se basa en
cuantificar Ja conversién del MTT en un producto insoluble en agua llamado azul de
formazin y que es catalizada por deshidrogenasas de células viables de acuerdo a la

siguiente reaccidn:
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Nap* Formazin
deshﬂmgem%
_ NADH MTT

Via de accidn propuesta para la formacidn de azul de formazin

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

de formazdn,

II1.3 Métodos estadisticos utilizados para el anilisis de los resultados

El uso de métodos estadisticos pretende interpretar de la manera mds eficiente los
resultados con el objeto el producir conclusivnes vélidas, y esto se debe a que la
metodologia estadistica es la tinica forma de analizar problemas que involucran datos sujetos
a errores experimentales. El método de andlisis de los resultados depende directamente del
disefio empleado, por lo gue desde la planeacién de los experimentos se tomd como base el
modelo de efectos fijos, en donde 1a aleatorizacién de las condiciones y Ja obtencién de
réplicas de cada una de ellas fue un punto importante para obtener una estimacion del error
experimental. Ef error experimental es la unidad bésica para determinar si Jas diferencias
observadas en los datos son estadisticamente significativas, mientras que ¢l uso de réplicas

permite caleular una estimacidn mas precisa del efecto de un factor en e! experimento, si se
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usa la media de la muestra {por ejemplo y¥) como una estimacién de dicho efecto. Por otra
parte, la aleatorizacion implica que tanto la asignacion de material experimental como «l
orden en que son realizadas las pruebas individuales se determina en forma azarosa. La
consecuencia inevitable de la aleatorizacion adecuada es la “cancelacidn™ de los efectos
extrafios que pudieran estar presentes en el experimento.

Los métodos estadisticos per se no pueden probar que un factor (o factores) tienen
un efecto particular, sdlo proporcionan directrices para medir la veracidad y validez de los
resultados. De esta forma, al ser aplicados adecuadamente no sélo permiten probar algo,
sino que también hacen posible obtener el probable error de una conclusién, o mejor adn,
permiten asignar un nivel de confiabilidad de los resultados agregando objetividad al proceso
de toma de decisiones. Para corroborar que el modelo fuese el adecuado, se consulté el
coeficiente de determinacién (R®) en el que se reporta la magnitud de ajuste de los datos al
modelo propuesto. La R? obtenida en todos los experimentos siempre fue mayor al 90% lo
que nos indicé que mis del 90% de la variabilidad en la viabilidad yfo actividad enzimética
es explicada por el factor o tratamicnto,

A continuacién se definen las variables utilizadas y se describe el modelo utilizado.

s Variables

X = Tipo de tratamiento: variable nominal cualitativa y define los tratamientos (variable
independiente): sin tratamiento o contrel (CTRL), con potasio 40 mM (HK), con NMDA
150uM, con albimina bovina completa, (ABC), Albiimina bovina libre de 4cidos grasos
(AB- #c. grasos), albimina bovina libre de globulinas (AB- glob), albimina de otras
especies, con suero de diversas especies, o con insulina bovira a distintos niveles o

concentraciones.

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

respuesta (variable dependiente).
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»  Modelo

Se utiliz6 el modelo de efectos fijos para el andlisis de los datos. El modelo es el

siguiente:

Yy=H G E

donde

5 = es la iésima observacién del j-ésimo tratamiento

¢ = esun pardmetro comiin a todos los tratamientos denominado media global.

7, = &5 un pardmetro unico para el j-€simo tratamiento Hamado efecto del
tratamiento j-ésimo.
£; =es la componente aleatoria del error.
i=lL.,k {mimero de observaciones)

j=1..,n {nimero de tratamientos)

» Estadistica descriptiva

Se presentan graficas que describen (en por ciento de su control) el comportamiento de
las células ante los diferentes tratamientos. En algunos casos se presentan las grificas
Unidades de Absorbancia vs Condiciones en las que se observa y describe la variacién de
los datos de cada tratamiento, dando un indice de dispersién de los datos dentro de cada
tratamiento o entre ellos. En este tipo de graficas se visualiza en forma a priori, si hay o no
diferencias significativas entre las medias 11 vs 1y con i#j. Una de las ventajas de estas
grificas es que en ellas puede observarse Ia presencia de datos exiremos, es decir datos que
se alejan demasiado de los demds y que deben ser tomados en cuenta para andlisis
posteriores, pero sobre todo, en ellas puede observarse la desviacion estindar de cada

tratamiento.
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*  Andlisis de varianza

Se realizé una comparacién miltiple de las medias utilizando la prueba asociada al
andlisis de varianza. Este anélisis es una prueba exacta para la hipétesis de igualdad en las
medias de los tratamientos y puede aplicarse si los supuestos para la prueba se cumplen
{homogeneidad de varianzas, independencia de los residuos y normalidad de los residuos &),

En Ia tabla de Anilisis de varianza (ANOVA ) se prueba:

Hg: 1.",=0 V]

Hy:t, =0 p.a. jconj=123

En términos de medias:
Ho py = fy =y = 1

H,: Al menos una media es diferente

Se considerd un o = 0.05 y si el p-value era mayor a 0.05, no rechazdbamos Hy ya
que existe evidencia de que 7, =0  V j, o bien de que g, = 1, = i;, es decir, que no
existe diferencia significativa entre los tratamientos o bien, que las medias de los
tratamientos no son significativamente diferentes entre si.

En el andlisis de [os datos, siempre se verificd que los supuestos de la ANOVA

(homogeneidad de las varianzas, independencia y normalidad de los residuos) se cumplieran.
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IV Resuitados

IV.1 Actividades enzimdticas

En estudios previos se ha demostrado que el agonista glutamatérgico NMDA y el
HK inducen un incremento en las actividades tanto de la AAT como de la GAF, no asi de la
GLDH. Las dos primeras son consideradas como enzimas marcadoras del diferenciacién de
las células en este estudio. Estas mismas condiciones también inducen un incremento
especifico en los niveles de Glu y Asp (datos no publicados). Una vez establecido que el
efecto se encuentra mediado por los receptores del tipo NMDA, el siguiente paso fié
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 células mantenidas en un
CDM por 5 DIV corresponde a un 215.1% =+ 40% con respecto a la actividad en células
contro| cultivadas en un SCM. La actividad de la GAF en células crecidas en un SCM se
increment6 158.1 + 7% 6 220.6 £7% en presencia de HK o NMDA, respectivamente, en
relacidn a! control (100 + 14.8%). En contraste, cuando fas céluias se cultivan en un CDM
la actividad de la GAF no se modifica significativamente con HK ¢ incluso se observa una
inhibicién con NMDA (Grafica 1). Sin embargo, al comparar la actividad de la GAF
inducida por HK o NMDA, ésta es mayor (226.7 = 7.7% y 136 £ 3.4%, respectivamente)
en refacion al las mismas condiciones en SCM (Grafica 2).

La diferencia entre las medias que son estadisticamente significativas (tomando un
valor de significancia de 0.03) se dan para las condiciones siguientes: CDM control vs

CDM NMDA, SCM control vs todas las condiciones ¥ esto se verifica en la grafica 3.
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Grifica 1
Efecto del KOl y NMDA en la actividad de la GAF
en medios con o sin suero. Los resuftados se danen
% de su control.

% de actividad

SCM CDM

La actividad enzimdtica (en % del control SCM o CDM) se midid el 5 DIV. Las drogas
fueron afadidas el 2 DIV y para cada tratamiento se utilizd una n=3. El tiempo toftal de
incubacién fue de 5 DIV.

Gedfica 2
Eiecto del KCly dei NMDA en la actividad de la
GAF en medios con o sin suero. Los resultados se

100 dan en % del control SCM.

250
2
‘E 150 4 B Sscm
S0 W CDM

CTRL KC NMDA

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

se utiliz6 una n=3. El tiempo de incubacién fue de 5 DIV.
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Gréfica 3.
Efecto del HK y del NMDA en la actividad de la GAF.
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Gréfica de dispersion de datos en funcién de la actividad especifica vs condiciones utilizadas (n=3).

E! tiempo de incubacién fue de 5 DIV.

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

Los experimentos que a continuacidn se describen reflsjan el grado de

sobrevivencia neuronal tomandoe como pardmetro la reduccion de la sal de tetrazolio.

1v.2.1 Establecimiento de las condiciones de cultivo

Como primera aproximacién se cuantificé la viabilidad celular en funcién del medio
utilizado a través del tiempo, por lo gue se realizé una curva de viabilidad a distintos
tiempos (3, 4 y 5 DIV, gréfica 4) encontrdndose que la méxima viabilidad para medios
definidos se da en €l 5 DIV (43%15.6% més viables que en SCM). Las diferencias en la
viabilidad celular por dia de ensayo y para cada cultivo son significativas a un vajor de ot =
0.05 (a excepcion para las condiciones medidas en ¢l 3” DIV). Morfolégicamente, las

células crecidas en un CDM presentan mejor apariencia en relacion a las crecidas en un
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SCM. lo que concucrda con lo hallado en la actividad de la GAF (gréficas 1,2y 3) y la
viabilidad medida con a técnica del MTT (gréificas 4 y 5). Cuando las células en CDM se
tratan con HK o NMDA no se observa ningtin efecto significativo en la sobrevivencia. Por
¢l contrario, al afiadir HK o NMDA a un SCM se favorece la apariencia fisica de las
neuronas mostrando somas grandes con procesos largos y fuertes, ademds de presentar
ciirmulos, lo gue no ocurre en los cultivos crecidos en un CDM (en este caso los somas son

mas pequeiios, dispersos y con procesos frigiles).

Gréfica 4
Curva de viabilidad mediada por el suera. Bnsayos
realizados del 3 af 5 DIV.

B SCM
B CDM

viabilidad
% del control

DIy

Se utilizé una n=3 para las células crecidas en SCM y para las crecidas en un CDM se usé una n=4.
El porcentaje de error experimental o Ee (en términos de la desviacion estdndar), nunca pasé del

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

1Vv.2.2 Sueros

Células crecidas en un CDM fueron 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 (%.n) de 0.2, 2, 4 y 10 %, respectivamente. Graficas 6-9, De
estos, sélo el suero de pollo no incrementd la sobrevivencia, sino que por el contrario,

disminuyé la viabilidad en mds de un 50%.
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Grifica 5
Efecto del HK y NMDA en la viabilidad mediada
por el lipo de cullivo. El ensayo se realizé ef 3 DIV.
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Las células sembradas en SCM tuvieron una n=4 y las crecidas en CDM una n=2. E!l porcentaje de
error para el SCM control fue del 18%, para el SCM KCl del 3% y para el SCM NMDA del 8%,

mientras que e! %Ee para las condiciones CDM nunca pasé del 1%.

Griafica e
Curva dosis-respuesta para disiintos sueros adicionados
a un CDM. La concenfracién se da en %v/v.

% de
viabilidad

La viabilidad se midié el 5 DIV y como pardmelro de comparacién siempre se tomd al
CDM control (sin ningiin tratamiento). Bl tamaiio de muestra utilizado por condicion y el % de Ee
fue: SFB n=4 y 8%kKe, SP n=3 con Ee del 5-29%, SB n=3 con un %Ee no mayor de 10, SH n=4 con
Ee del 5 al 13 %, menos para la condicién SH al 10%,,,,, cuyo Ee es del 24% , SR n=3 y Ee del 6-
11%, y por dltimo, ST n=4 con un %Ee no mayor a 5%. El tiempo de incubaci6n fue de 5 DIV.
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En Ia tabla | se describen las concentraciones a las cuales los sueros de las especies

utilizadas tuvieron un efecto mdximo en la viabilidad celufar,
Tabla |

Dosis a las cuales la viabilidad celular mediada por los sueros utilizados es méxima.

Especie | Concentracién | Incremento en la viabilidad (en %
del control CDM)
Fetal bovino 10 Pousy 2000+ 6.4%
Borrego 0.2 Doy 1324 +7.6%
Hamster 0.2 %oy 152.247.0%
Rata 4.0 Do 290.04: 6.0%
Ternera 2.0 %oy 205.0£3.2% |

El panorama general de las tendencias de cada tratamiento ¢s presentado en las “graficas de

dispersidn para los sueros” donde se compara el efecto de diversos sueros frente a un CDM
P p P

control; en estas grificas se observa una media global y la distribucién de los tratamientos

en relacion a Ja misma (graficas 7, 8, y 9).

Gréfica 7
Griéfica de dispersion 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 %.p.

U. de Abs.
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En esta figura se grafican las unidades de absorbancia vs condiciones representadas por el SFB
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(n=4) y el SP (n=3). La viabilidad celular fue medida con la técnica del MTT al 5 DIV,



Gréfica 8
Grifica de dispersion 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 %,
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En esia figura se grafican las unidades de absorbancia vs condiciones representadas por el SB (n=3), SH

(n=4) y ST (n=4). La viabilidad celutar fue medida con la técnica del MTT al 5 DIV.

Gréfica 9
Grifica de dispersién en donde se comparan las condiciones CDM vs Suero de rata (SR}
a concentraciones de 0.2, 2, 4 v 10 %y..
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Grdéfica de las unidades de absorbancia vs SR (r=3). La viabilidad celular fue medida
con la téenicadel MTT al 5 DIV,




Iv.2.3 Alblimina
1v.2.3.1 Atbdmina bovina .

A través de uga curva de viabilidad y uvtifizando medios quimicamente definidos
(CDMs), se encontrd que la alblimina bovina completa (ABC) a una concentracidn de 4
mg/ml incrementa la viabilidad en todos los dias medidos, siendo méxima en los 5y 6 DIV
presentando incrementos respectivos del 202.7 £ 1.4 % y del 201.3 % = 8.6 % sobre el
control, cuyo valor comparativo es del 100 % + 7.7% (grifica 10). En la grifica 1 puede
observarse que Jas células de los cultivos del 5 DIV son mds viables que las de los cultivos

del 6 DIV.

Gréfica 10
Viabilidad celular mediada por la ABC (4mg/ml) cuando se
agrega a ua CDM en el 0 DIV, El ensayp de viabilidad se
realizd del 3-6 DIV.

200 F
£
[
150 3
3 ;
= | HCTRL
3 100 i WABC
® ; A
50 4 [L
0
3 4 5 6
DIV

El porcentaje de viabilidad por DIV se porporciona en relacién al control CDM respectivo. Los
tamafios de muestra utilizados fueron: n=3 enlos 3, 5 y 6 DIV, n=8 en ¢l 4 DIV. El %Ee no

sobrepasé el 10%.
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Grifica 11
Viabilidad celular mediada por la ABC (4mgdnl} cuando
se agrega al 0 DIV aun CDM. El ersayo se realiz6 del
3al6 DIV.

BCTRL
WMABC

DIV

1.a viabilidad de las células se reporta en unidades de densidad éptica (D.0.). Los tamafios de
muestra utitizados y los %Ee nunca sobrepasaron el 10%.
Grifica 12
Gréfica de dispersion de datos en donde se observa la viabilidad celular mediada por la ABC
{4mg/ml) agregada el dia 0 in vitro.
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En esta grifica (Unidades de absorbancia vs Condicién) se presentan los valores de dispersidn
asociados a estos mismos resultados. Los mimeros 1, 3, 5 y 7 representan 2 los cultivos crecidos en
un medio con suero 0 SCM ¥ cuya viabilidad se midi6 en los dias in vitro 3,4, 5 y 6,
respectivamente. Equivalentemente, las condiciones 2, 4, 6 y 8 indican células crecidas en medios
definidos a quienes se les agregé ABC el dia 0 in vitre, y cuya viabilidad celular fue medida en los

DIV3,4,5y6.
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La ABC siempre induce un incremento en la viabilidad celular, pero éste es miximo
cuando las células son cultivadas con albimina desde que se inicia el cultivo, En la gréfica
13 puede observarse que el incremento del que se habla es del 428.6 % + 7.3 %, o sea que

esle tratamiento es 4.28 veces mds efectivo que la condicidn control (CDM sin ABC).

Gifica 13
Viabilidad mediada por la ABC (dnvg fird) cuando se agrega
del Qal4 DIV enun (M. H ersayo se realizs el 5 DIV,

|

La albimina se agregd al CDM en los DIV 0-4, utilizindose una n=4 para el control y para la

albidmina en el 0 DIV, vna n=3 para la ABC afiadida en los DIV 1,2 y, por dltimo, una n=2 para la

ABC agregada en los 3-4 DIV. El Ee no pasé del 10% en todas las condiciones.

De manera similar, ia presencia de la ABC (4 mg/ml) desde el inicio del cultivo en un
SCM también induce un aumento significativo en la supervivencia de las neuronas en cultivo
(10% control SCM vs 300% ABC en SCM) y la presencia de HK o NMDA no
incrementan mds esta viabilidad, en términos absolutos. Las diferencias son estadisitcamente
significativas para un valor de confiabilidad de] 95%.

Siguiendo esta misma linea de experimentos, distintas albliminas bovinas
incompletas, tal como la albamina sin dcidos grasos (AB-dc. grasos) o sin globulinas (AB-
glob), fueron afiadidas a un SCM para estudiar la posible participacién de los 4cidos grasos
o globufinas en [a sobrevivencia celular. Se encontrd que la viabilidad de las células crecidas
con albdmina sin dcidos grasos no es diferente a la observada con ABC en tanto que el

iicremento en la viabilidad dada por la aliimina sin globulinas, si lo es (gréfica 15).
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Grdfica 14
Viabilidad mmediada por la ABC (4mg/iml) afiadida a
un SCM.
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La ABC se agregé a un SCM en ¢l 0 DIV, el KCI y el NMDA se egregaronel 2 DIV y Ia
viabilidad se midic en e} 5 dfa de incubacién. Se utilizé una n=4 para las condiciones sin ABC y una
n=3 para las condiciones con albdmina. Los porcentajes de viabilidad se proporcionan en refacidn al

control SCM_y en ambos grupos, €l Ee nunca sobrepasd ef 9%.

Gréfica 15
Viabifidad mediada por distintos tipos de albfiminas
bovinas afiadidas a un SCM.
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La viabilidad se midi6 el 5 dfa de incubacidn, utilizdndose una n=3 para todos los traiamientos menos el

control SCM {n=4) contra el cual s¢ realizé 10do el andlisis, El Ee no pasé del 9%.
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1v.2.3.2 Albiimina proveniente de diferentes especies

Con el objetivo de estudiar el comportamiento de las células granulares de cerebelo
en cultivo con bajo potasio y en presencia de albiminas provenientes de diferentes especies,
se desarrollaron curvas dosis-respuesta para medios definidos. Como se observa en la
grafica 16, ninguna de las albiminas utilizadas favorecen la viabilidad celular, este efecto

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

confiabilidad del 95%.

1v.2.4 Insulina bovina

La posible accidn de la insulina en la viabilidad celular se verificé a través de disefios
experimentales que pusieran en evidencia las condiciones que deben cumplir los cultivos
para que estos favorezcan el desarrollo mds 6ptimo de las neuronas en cultivo. Para cumplir
estos objetivos, se utilizaron medios definidos que, a diferencia de los anteriores, no tenfan
insulina bovina basal, ya que ésta fue agregada al medio bajo condiciones especificas de

trabajo.

Grdfica 16
Curva dosis-respuiesta para distintas albiminas {mg /i) ahadidas
aun (DM con St de HK basal Los resultados se danen % del
control CTM. H ensayo de viabildad se realizs el 5 DIV.

% de viabilidad

Caballe Cerdo Conejo Hmano Oveja

Para todas las condiciones se utilizd una n=4 (menos para la albiimina de caballo n=3) y los Ee

fluctuaban desde el 5% hasta el 15%.
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La determinacion del tiempo en que las neuronas deben ser estimuladas con insulina
se verificé al ser afiadida a los cultivos en los dfas 0 at 4 DIV, encontrando que la insulina
per se no altera la viabilidad de las células pero su presencia aunada a la de condiciones de
despolarizacion si se modifica. La gréfica 7 describe que los efectos més favorables en ia
viabilidad se presentan cuando la insulina se encuentra en presencia HK siendo méximo al

afiadirse desde el 0 DIV (232.6 + 3.2 % sobre el control CDM).

Grifica 17
Efectn de fa irsulina (BUILA) enla viabilidad cuando
se agrega a distinios DIV aun (DM MITS5 DIV,

HACTRL
REKQ
ONVIDA

0 1 2 3 4
Dia de adicién de insulina (DIV)

|

Se utilizé una n=3 para las condiciones 0, 3 y 4 DIV y una n=4 para las condiciones I y 2 DIV, Los

errores experimentales nunca fueron mayores al 10%.

Un andlisis exploratorio de los efectos de tratamiento con sus respectivas
incertidumbres es presentado en !a gréfica de dispersién Unidades de Absorbancia vs
Tratamiento {grifica 18).

Por otra parte, para evaluar el fiempo en el que las células deben estar bajo la
infleencia de este componente y para encontrar la concentracién éptima que favorezca en
mayor medida la viabilidad de las mismas, la insulina fue agregada a los cultivos en el 0 DIV
a las concentraciones de 0.03, 0.3, 1 y 3 Ul/ml. La viabilidad modificada bajo estas
condiciones de trabajo, fue monitoreada a distintos tiempos de incubacién, por lo que los

ensayos de viabilidad se realizaron en los DIV 3, 4 y 5, observando que el miximo efecto
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sobre la supervivencia se tiene en el 4 DIV a la concentracién de 0.03ul/ml (131 £ 7.1%
contra un 100 £ 6.2% del control CDM sin insulina basal, grifica 19). Para este estudio
también se reporta la grifica de dispersibn Unidades de Absorbancia vs Tratamiento
(grafica 20).
Grifica 18
Grafica de dispersion Unidades de Absorbancia vs Tratamiento para la insulina
bovina (3UI/ml} agrepada del 0 al 4 DIV a un CDM.
El ensayo de viabilidad se realiz6 e{ 5 DIV.
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La descripeién numérica de las condiciones experimentales utilizadas en esta gréfica es como
sigue: controles SCM y CDM sin insulina basal, condiciones representadas por los numerales 1y 2.
Los ndmeros 3, 4 ¥ 5 (que representan al control, HK y NMDA, respectivamente) indican que 1a
ingulina se agregd el 0 DIV. Las condiciones representadas por los néimeros 6, 7 y 8 (control, HK y
NMDA) fueron suplementados con insulina el 1 DIV. Para las condiciones 9, [0y [{ {control, HK ¥
NMDA) la insulina fue afiadida el 2 DIV, Las condiciones 12, 13 y {4 (nuevamente control, HK y
NMDA) tienen insulina agregada el 3 DIV. Por tltimo, a las condiciones 15, 16 y 17 (control, HK y
NMDA) se les adiciond insulina el 4 DIV.



Gréfica 19
Efecto de la insulina (U¥ml) sobre [a viabilidad
celular coando se agrega a un CDM ¢l 0 DIV .
Los ensayos se realizaron del 3-5 DIV.
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Para todos los tratamientos se utilizd una n=4 y el %Ee no fue mayor del 10%.

Grafica 20
Tiempo de incubacidn con insulina bovina y su efecto en la viabilidad celular cuando se
afiade al @ DIV a concentraciones de 0.03, 0.3, 1 y 3 UFml.
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La descripeidn numérica de las condiciones experimentales utilizadas en la grifica 20 es la siguiente: los
mimercs 1, 7 y 13 representan 2 los controles SCM sin insulina basal, las células crecidas bajo este protocolo,
s¢ les midié la viabilidad en los DIV 3, 4 y 5, respectivamente, mientras que los nimeros 2, 8 y 14 hacen
exactamente Io mismo para ¢l CDM sin insulina basal. Los nimeros 3, 9 y 15 de 1a grafica, indican que fa via-
bilidad mediada por la insulina (0.03 Ul/ml) fue medida en los DIV 3, 4 y 5, respectivamente. Eas condiciones
representadas por los niimeros restantes, también describen esta misma situacién, la dnica diferencia es que las
concentraciones de insulina son diferentes, es decir, los niimeros 4, 10 y 16, representan a las células crecidas
con insulina a una congentracién de 0.3 Ul/m! y cuya viabilidad fue medida, respectivamente, enel 3,4y 5
DIV, La viabilidad modificada por 1a insulina a la concentracién de 1 Ul/ml se midié en los DIV 3,4 y 5, las
condiciones estdn represemtadas, respectivamente, con los niimeros 5, 11y 17. Las células crecidas con
3 Ul/m! de insulina (condiciones 6, 12 y 18), se les midi6 Ia viabilidad en los DIV 3,4 v 5.
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VY Discusion

El establecimiento de las interconexiones neuronales en el SNC requiere una correcta
organizacién y direccién en la unidn de sus procesos. Para entender la base de este proceso ¢s
necesario recurrir a la teorfa neurotréfica, segin la cual Ja sobrevivencia de las neuronas en
desarrolio depende de factores especificos secrefados por las células de quienes son inervadas.
Esos factores tréoficos son liberados en muy pequefias cantidades y las células que ne reciben ese
tipo de moléculas mueren (Bulleit ef al., 1997; Bulleit et al., 1998). Siguiendo esta linea de
investigacion, el presente trabajo pretendié establecer algunas de las condiciones requeridas por
las células granulares de cerebelo para su desarrollo més Optimo; esto se verificd tanto en
términos de actividad de una enzima glutamatérgica (GAF) como en términos de viabilidad
celular. Para evaluar lo anterior, fue necesario la utilizacidn de cultivos celulares que ayudaron a
definir el papel que juegan los factores tréficos en la sobrevivencia celular en una poblacién
especifica. La “simplificacién” del modelo para fratar de inferir lo que ocurre in vive implica Ia
ganancia de validez interna, pero a cambio de esta se pierde validez externa (Montgomery,
1998), pues la aplicabilidad y validez de las conclusiones sélo serdn para aquellas condiciones
que cumplan las especificaciones del protocolo utilizado en el desarrollo de este tipe de

experimentos.

V.1 Participacién del suero en la activacion de la GAF y en la promocién de la viabilidad

celular

Anteriormente se comentd que el HK y el agonista glutamatérgico NMDA inducen un
incremento en las actividades tanto de la AAT como de la GAF, no asi de la GLDH, por lo que
las dos primeras son consideradas como enzimas marcadoras del desarrollo para las células en
estudio, as{ mismo, las dosis utilizadas de estos fdrmacos inducen un incremento especifico en

los niveles de Glu y Asp {datos no publicados). Debido a que el efecto positivo en las
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actividades de estas dos enzimas es mediado por los receptores del tipo NMDA, se compard el
grado de activacion de la GAF en funcién del tipo de suero encontrandose que la enzima en un
medio quimicamente definido ya se encuentra activa, que la presencia de HK no incrementa més
la actividad y que ¢l NMDA induce una disminucién en la misma. La morfologia celular también
es diferente a la observada en un SCM por estos tratamientos, ya que las neuritas o conexiones
neuronales en los cultivos CDM con HK y NMDA se ven mds pequefios ¥ los somas de menor
tamaiio aunque la viabilidad no se ve comprometida.

DPe acuerdo a estos resultados puede sugerirse que para que ocurra una activacion de
esta enzima (o la diferenciacién) mediada por la despolarizacién (K o NMDA) se requiere la
presencia de uno o varios factores presentes en el suero.

Para establecer posibles diferencias entre el cornportamiento del medio definido y del
medio con suero (se utilizd suero fetal bovine o SFB), se realizd una curva de viabilidad para los
dias in vitro 3, 4 y 5, es decir, las células se mantuvieron en cultivo durante un periodo de
tiempo definido vy los ensayos de viabilidad se realizaron en el 3°, 4° o 5° dia in vifro
encontrando que ef maximo en la viabilidad se produce en el 5° DIV (grdfica 4). Lo anterior se
correlaciona con el momento en que se da la maduracidn bioguimica de las células granulares de
cerebelo in vivo. Un aspecto importante es que [a viabilidad celudar es médxima para los medios
CDM y que la presencia de HK o NMDA en los cultivos no incrementan mds Ja viabilidad.

Todo esto permite corroborar que existe algo en el suero que en presencia de agentes
despolarizantes como el HK y el NMDA promueve por lo menos la maduracién morfolégica y la
activaciéon de la GAF. Debido a que la estimulacién de los receptores del tipo NMDA v Ia
estimulacién inespecifica del alto potasio conlleva a ura entrada de calcio (que puede darse via
el receptor del tipo NMDA o a través de los canales de calcio voltaje dependientes, en el caso
del potasio), permite sugerir que el efector es el calcio que desencadena una serie de sefiales que

traen como consecuencia el incremento de la actividad de la GAF o la promocidn de la

viabilidad celular.
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V.2 Participacion 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 cudl de estos favorece en mayor medida la viabilidad cefular. Los
sueros anadidos a un CDM fueron los sueros de rata, de ternera, borrego, hamster, fetal bovino
y de pollo, Se observs que la especie que mds favorece la viabilidad celular es el svero de rata a
la concentracidn de 4% seguida por el fetal bovino con un incremento maximo a la
concentracién del 10%. Por ofra parte, el suero de ternera también tiene un efecto maximo en la
viabilidad a ia concentracién del 2%, mientras que los sueros de borrego y de hamster ejercen un
efecto maximo en la viabilidad a la concentracién del 0.2%, observindose un efecto téxico a [a
conceniracién del 10%. Por dltimo, el suero de pollo tiene un efecto téxico significativo en
todas las concentraciones utilizadas,

Segin estos tesultados, la viabilidad de las neuronas depende de algunos factores
presentes en el suero. Esfa accion es mayor al utilizar altas concentraciones de suero fetal
mientras que, al utifizar sueros de adultos, la concentracién requerida por las células en cultivo

generalmente es baja (<4 %n).

V. 3 Participacién de la albimina

Andlisis bioquimicos de algunos de los constituyentes del suero ponen en evidencia que
el componente principal del suero es la albiimina (Andrews, 1981) y pensando en que ésta puede
regular algunos eventos del desarrollo, se evalud su posible participacién mediante ensayos de
viabilidad celular. Para este efecto, las células se incubaron con albtimina bovina completa
(ABC) afiadida a un CDM desde el inicio del cultivo (0 DIV), encontrindose que el pico
midximo se presenta en el 5° dfa de incubacién con albiimina (grificas 10 y 11). La albliimina
parece ser la responsable del efecto promotor de la viabilidad celular, ya que si a ésta se le
eliminan los 4cidos grasos, no se observa ningln efecto aditivo. Por otra parte, si a la albiimina

le son eliminadas las globulinas, entonces se observa un incremento significativo en la viabilidad,
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lo que sugicte que las globulinas pueden tener una accién directa o indirecta blogueando a la
albiimina o bien ejerciendo un efecto per se en la induccién de muette (grdfica 15).

El disefio para establecer Ia participacién de la alblimina en la viabilidad, no da
informacién acerca de su forma de actuar, ¥ tal como ocurrié en el caso de los sueros, no se
sabe si tiene accién directa en la activacién de genes tempranos o si participa indirectamente
como factor tréfico; slo puede decirse que estos componentes son, por lo menos, indispensable
para maniener y promovet la viabilidad celular desde que las células dejan de proliferar y se
preparan para inicfar su recorrido migratoric a través de Ia capa molecular. Resulta interesante

ahora conocer si el efecto de los sueros es mediado por una accién de la albiimina que los

constifuyen.

V.4 Papel de la insulina

Utilizar insulina bovina come factor de estudio se basa en el hecho de que en el
desarrollo posinatal del cerebelo, las células de Purkinje producen IGF-1, fo que sugiere un
potencial factor regulador def mimero de granulares viables. Estudios recientes indican que en la
difecenciacidn de este tipo celular, el crecimiento de las neuritas se ve favorecido por la
presencia de IGF-I (Bullei, 1997).

En este estudio se encontré que la insulina per se no incrementa la viabilidad celular,
indcpendientemente del dia en que esta haya sido afiadida a fos cultives. Bajo condiciones
despolarizantes el panorama cambia. Cuande las células son tratadas con HEK, la viabilidad
celular tiene un pico maximo en el § DIV mientras que en el NMDA ocurre al 2DIV (grificas
18-19), no obstante, este incremente en la viabilidad puede ser mimetizado por la
despolarizacion ejercida tanto por el HK como por el NMDA. De aqui se desprende que la
insulina por sf misma no participa en la promocién de la viabilidad celular sino que promueve la
accién de ofras condiciones que si la afectan,

Estudios realizados por Bullei ez al. (1997), ponen de manifiesto gue las granulares de
cerebelo provenientes de ratas de 7 dias de nacidas al ser estimuladas con IGF-1 tienen mejor

apariencia que las células crecidas sin IGF-I, ademis de permitir que las células sigan
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diferenciindose. En esa misma linea de investigacién, Bullei er af. (1998) demostré que la
despolarizacién ejercida por el KCI antagoniza fa accién mitdtica promovida por IGE-I sobre las
granulares ademss de incrementar la expresion de un marcador de diferenciacién temprana que
se expresa (anto en neuronas postmitéticas premigratorias de la EGL como en células migrantes.

De esta forma, el KCl parece modificar eventos intracelulares que conllevan a la
maduraci6n de fas neuronas, ademds de gue este parece apresurar el proceso de diferenciacién al
acelerar, a su vez, ta expresién de genes tempranos (Dandennault, et al. 1996). Lo Turco et al.
(1995) sugiere que el mecanismo asociado a la accion del K, involucra la activacién de canales
de calcio voliaje dependientes en las granulares, fo que trae como consecuencia el incremento de
calcio jntracelular y que se traduce tanto en una inhibicion de la actividad mitética ejercida por la
insulina, como un promotor de la diferenciacién celular. La participacion del NMDA en los
cvenlos de viabilidad celular puede estar mediada (al igual qgue en el caso del potasio) por un

incremento del calcio intracelular.
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V1 Conclusiones

¥

A

La sobrevivencia celular y la actividad de la GAF se jncrementan con HK 0 NMDA sélo en
medios con suero, no gbstante, la viabilidad celular y fa actividad basal de la GAF son

mayores en los cultivos CDM en relacién a las células crecidas en SCM.

Los sueros promueven la sobrevivencia dependiendo de Ia especie. El orden de eficiericia es

el siguiente: rata>> fetal bovino=ternera> hamster =borrego.
La albimina promueve [a sobrevivencia tanto en un SCM como en CDM.

La albimina no modifica significativamente el aumento en [a sobrevivencia inducide por HK
o NMDA por lo que el efecto de la albimina no esta relacionado con los mecanismos

involucrados en el efecto tréfico del HK y NMDA.

La albimina libre de dcidos grasos no tiene un comportamiento significativamente diferente
al de la ABC por lo que la albiimina per se es la responsable del efecto promotor de la

viabilidad celular.

La viabilidad celular se incrementa més cuando la se utiliza una albdmina libre de globulinas,

fo que sugiere que estas moléculas tienen un efecto téxico.
La insulina per se no tiene ningiin efecto en la viabilidad neuronal.

Estos resultados sugieren la presencia de factores permisivos (como Ja albdmina) que
promueven la sobrevivencia de las células granulares de cerebelo sugiriendo que ni Ja
albimina ni la insulina estan involucradas en la accién tréfica del HK y del NMDA. Se
sugiere gue el efecto -de los distintos sueros medidos sobre la sobrevivencia podria estar

mediada por la presencia de albdmina en éstos.
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