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RESUMEN

El cuerpe calloso (CC) es parte de la sustancia blanca del cerebro y se constituye como la
principal comisura gque ﬁarticipa en la intercomunicacidn de los hemisferios cerebrales. Los
componentes de este tracto son axones y céluals gliales; estas Ultimas constituyen ef 99% del total de
los somas celulares del tejido. La glia expresa receptores a distintos neurotransmisores y su
activacién entre otras cosas modula la principal coriente idnica que es la de K*. Una de las
sustancias que podria funcionar como transmisor en el CC es la 5-HT.

Nuestro objetivo fue estudiar distintos aspectos de la posible transmision serotoninérgica en el
CC de la rata. Para ello se disociaron células del CC de ratas recién nacidas, las cuzles fueron
cultivadas y posteriormente registradas electrofisioiégicamente. Los resultados obtenidos maostraron
que ~99% de las células cultivadas fueron positivas a GFAP, lo que indico que las células registradas
eran astrocitos. Al evaluar las respuestas a la aplicacién de pulsos y rampas de voltaje se encontraron
corrientes de K* con rectificacién retardada (Kgr; corriente sensible a TEA) y tipo A (K4, corriente
sensible a 4-AP pero insensible a TEA). Asimismo, se identificaron dos poblaciones celulares con
distinta sensibilidad a Ba®*: una en donde la Kor ¥ la K, fueron bloqueadas selectivamente por el Ba*
y la 4-AP respectivamente (55%), y otra en donde la Kor ¥ la K, no fueron claramente identificadas y
se presenté una menor sensibilidad al bloqueo con Ba®'(45% de las ceélulas). Estos resultados
demostraron la presencia de corrientes de K* activadas por voltaje en astrocitos del CC de larata, que
incluyen las corrientes Kor y Ka.

Una vez que se caracterizé la principal commente iénica de los astrocitos, se estudiaron las
respuestas generadas por 5-HT y su efecto sobre la corriente de K*. Se encontrd que el 34% de los
astrocitos responde a 5-HT (n = 111) con una corriente entrante (entre —40 y -250 pA), el ion que
genera la corriente podria ser el CI'. Asimismo, la Kpr se redujo 30-50% a partir de una concentracion
de 300 pM 5-HT. La cetanserina bloque¢ el 85% de la corriente activada por 5-HT y de manera similar

bloquet la comiente de K'. Lo que sugiere que estas respuestas son mediadas por receptores 5-HT..
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Adicionaimente, en algunas células, este antagonista no bloqued la respuesta de 5-HT sino que Ia
potencio en ~200%.

‘Ademas, se decic':'ié -estudiar otro elemento de la transmisién serotoninérgica, como es el
transporte o la acumu[écién de 5-HT in situ. Para ello se utilizaron rebanadas del CC de la rata adulta
y se encontro que exis;e un mecanismo de transporte de 5-HT que es dependiente de Na* y sensible
a la accion de algunos antidepresivos como la fluoxetina. Finaimente se evalud si el CC es capaz de
liberar 5-HT al ser despolarizado con una concentracion extracelular elevada de K y se encontré que
en la rata adulta la liberacién de 5-HT depende de Ca®*, mientras que en etapas tempranas, dia
posnata!l 6 (P€), el tejido no fue capaz de liberar 5-HT por estos mecanismos, lo que sugiere gue esta
monoamina podria provenir de fuentes externas al CC. Estos datos en conjunto apoyan fuertemente

la existencia de la transmision serotoninérgica en el CC de la rata.
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INTRODUCCION

E! cuerpo calloso

El cuerpo calloso (CC), la comisura mas grande del encéfalo. es una placa amplia y gruesa de
fibras mielinicas empaquetadas, que conectan en forma reciproca exiensas regiones de la corteza de
un hemisferio con las regiones correspondientes al hemisferio opuesto. Ei CC esta ubicado en e!
fondo de la cisura longitudinal, dividiéndose anatémicamente en pico, redilla, tronco y rodete (Figura
1). En el s. XVl Maurice Ptito propuso que el CC era el sitio donde residia el alma, posteriormente
en el siglo XIX se consider6 que prevenia el colapso de los dos hemisferios. No fue sino hasta el siglo
XX cuando la diseccién quirdrgica practicada en humanos aporté evidencia de que el CC funciona
para comunicar o transferir informacion de percepcion cognitiva, sensorial y motora entre los dos
hemisferios (Bogen ef al., 1965). Esta transferencia de informacion ocurre de manera eficiente gracias

a los 200 a 350 millones de fibras nerviosas que posee el CC humano (Aboitiz et al., 1992 a,b).

EI CC en el sistema nervioso central

Durante el desarrollo embrionario, una vez que el tubo neural esta formado y que las flexiones
iniciales del mismo aparecen, es posible identificar las estructuras primarias del cerebro:
prosencéfalo, que se subdivide en telencéfalo y diencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo. E!
telencéfalo da origen a los dos hemisferios cerebrales y a los ganglios basales. Los hemisferios
cerebrales constan de un manto externo de sustancia gris denominado corteza cerebral y un manto
interno de sustancia blanca denominado sustancia blanca cortical. La sustancia blanca esta formada
principalmente de haces de axones envueltos por la mielina producida por los oligodendrocites, tipo
celular que se incluye dentro de la neuroglia. La neuroglia constituye otro tipo de células diferentes a
las neuronas, est4 en estrecho contacto con éstas asi como con sus prolongaciones en los ganglios y

nervios periféricos. Dentro de las fibras que conforman la sustancia blanca se encuentran las

comisurales (Aboitiz et al., 1992 a,b).



Figura 1. Corte coronal (imagen superior izquierda) y sagital (imagen Superior derecha) del CC de la

rata. En la imagen inferior se ilustran las partes en las que se divide el CC.
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EI CC y la evolucion

El CC es una estructura exclusiva del cerebro de los mamiferos placentarios, que podria ser
utilizada como caracter evolutivo diagnostico, igual que la placenta. El CC fue descrito en 1836 por
Owen, quien se di6 Cl;ienta que estaba ausente en el cerebro del wombat {(marsupial australiano) y en
su lugar estaba una c‘o»misura dorsal o hipocampal muy bien desarrollada, localizada ventraimente al
hipocampo, misma que a diferencia del CC, se origina de una formacion hipocampal. Por esto y
debido a que el CC no tiene ninguna relacién con el hipocampo, Owen lo considerd exclusivo de los
placentarios.

La ausencia del CC en organismos no placentarios, desde un punto de vista evolutivo, implica un
origen repentino det CC, al no existir estructuras ancestrales a él. Algo inesperado de acuerdo al
concepto Darwiniano de la evolucion, en el cual se esperaria que el CC apareciera como resultado de
la acumnulacion sucesiva de pequefios cambios. De hecho, Huxley (gradualista del siglo XIX) diria en
1863 que el origen del CC significaba un salto mayor en la evolucién. En la actualidad el CC sigue
siendo un acertijo evolutivo, si la aparicion de esta estructura no tuviera un valor adaptativo seria
comiin encontrar lineas de placentarios en las que el CC hubiese desaparecido. Sin embargo, al

seccionar el CC del humano o de otros animales no se observan efectos dramaéticos a largo plazo en

la conducta del individuo (revisado por Aboitiz y Montiel, 2003).

Desarmrollo celular del CC

El crecimiento del CC ocurre de manera ordenada. En el humano inicia entre la 8-17 semana de
gestacion (Rakic y Yakovlev, 1968), con un engrosamiento del telencéfalo a lo largo de la pared
rostral que forma la ldmina reuniens, precursor de la sustancia blanca que origina la comisura anterior
y el CC. Cenforme las células de la /émina reuniens migran hacia arriba forman la massa, este

aglomerado celular formara la “cama’, sobre la cual descansaran las fibras que cruzan y se extienden

a lo largo del CC (Barkovich y Kjos, 1988).

11
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Las capas corticales 2-6, que usualmente contienen a las neuronas piramidales, dan lugar a los
axones que cruzan !a linea media (espacio fisico que delimita a los dos hemisferios cerebrales) a
través del CC. Estas capas o laminas surgen del plato cortical que a su vez se origina del primordio

plexiforme del neuropilo.

El mecanismo E)or el cual los conos de crecimiento axonal migran a fravés del CC hasta
encontrar su blanco correcto no esta del todo entendido. Sin embargo, a la fecha se han identificado
tres tipos de glia relacionados con la guia del crecimiento axonal: a) glia de lanzamiento (glial sling),
b glia tipo cufia (glia wedge) y c) glia dentro del indusium griseum.

La glia de lanzamiento esta constituida por una poblacion de células que se ubican en Ia linea
media cortical, son negativas al inmunomarcaje de la proteina acidico gliofibrilar (GFAP) en roedores
y migran de la zona ventricular lateral para extenderse por debajo del CC (Silver et al., 1982), en el
raton este tipo de glia se forma totalmente hasta el dia embrionario 17 (E17). |

La glia tipo cufia se diferencia dorsomedialmente de los ventriculos laterales en E14, enviando
proyecciones radiales largos hacia la linea media. En E15 estos proyecciones originan una estructura
en forma de cufia sobre ambos lados de la linea media, la cual es muy evidente entre E17 y PO.
Rostro-caudalmente la glia tipo cufia esta presente de la taenia fecta a la comisura hipocampal (a una
distancia de ~500 pm en E17). Los somas estan localizados dentro de fa zona ventricular, a diferencia
de la glia de lanzamiento que migra hacia la linea media (Shu y Richards, 2001).

La glia dentro del indusium griseum se diferencia sobre el CC. Tanto la glia de lanzamiento como
la glia dentro del indusium griseum forman una zona restringida dentro de la cual los axones del CC
tienen un crecimiento con proyeccién ventral. La forma de la glia tipo cufia sugiere que ésta podria
actuar para desviar los axones corticales hacia la linea media. Los axones corticales hacen una vuelta
pronunciada hacia la linea media cuando se encuentran con la glia tipo cufia y se extienden por en
medio en el canal formado por la glia de lanzamiento y el induseum griseum. La glia de lanzamiento y
la glia tipo cufia aparecen a distintos tiempos y expresan distintas proteinas que puden utilizarse

como marcadores, entre los que se incluyen la GFAP y “slit-2" (Shu y Richards, 2001).

12
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Las tres poblaciones gliales arriba mencionadas participan en la guia de los axones del CC,
mientras que fa glia tipo cufia y la glia del indusium griseum repelen los axones hacia y para cruzar la
linea media por medio de la accién de moléculas como “slit-2” y “robo”. La glia de lanzamiento podria
participar proveyendo.,atraccic'm axonal, quizas mediante un mecanismo de contacto (Figura 2)

(revisado por Shu y Ric;hards, 2001).

Desarrollo estructural del CC

E! CC no se desarrolla homogéneamente, los axones de la rodilla se desarrollan primero y luego
el tronco y el rodete. La unica excepcion a este paradigma de crecimiento, anterior-posterior, es el
pico. Este es el ultimo componente del CC que proyecta fibras, vy en el humano ocurre a las 18-20
semanas de gestacion (Rakic y Yakovlev, 1968).

Aunque los componentes principales del CC se establecen prenatalmente, el desarrollo esta
lejos de completarse al nacimiento. La mielinizacién de los axones corticales apenas inicia, va de
posterior a anterior y podria ser el componente primario en e! crecimiento del CC (Georgy et al.,
1993), ya que el CC duplica su tamario entre el nacimiento y los dos primeros afios de edad (Rakic y
Yakovlev, 1968). El engrosamiento inicial se presenta en el rodete a los tres meses, un crecimiento
mas gradual se presenta en el pico y el tronco {Kier y Truwit, 1996). Este patrén de crecimiento en el
CC favorece el desarrollo de areas somatesensoriales (pico y roditla) y visuales (rodete), justo cuando
el neonato desarrolla fa visién binocular y comienza a coordinar varios movimientos como tomar
objetos (Von Huftsten, 1984; Barkovich y Kjos, 1988).

Durante el desarrollo, las proyecciones axonales del CC se presentan dé manera transitoria
hacia la corteza visual, auditiva y somatosensorial en primates y roedores (lvy y Killackey, 1981; Feng
y Brugge, 1983; Innocenti, 1994), y con la edad estas proyecciones son retraidas y eliminadas,
proceso que se conoce como refinamiento sinaptico, mismo que fue descrito para la corteza frontal y
visual (Huttenlocher, 1990). Durante este proceso, el numero de proyecciones en el CC se reduce y el

area total se incrementa (Carlson et al., 1988). Se piensa que el refinamiento sinaptico, el incremento

172
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Figura 2. Modelo de guia axonal a través del CC por las poblaciones de glia de linea media. La glia
tipo cuia (GTC) y la glia de! induseum griseum (GIG} expresan "slit-2", molécula que repele los
axones alejandolos de estos tipos de glia. Debido a que "slit-2° acta como una sefial-guia de corto
alcance, los axones del CC (representados en rojo y que expresan los receptores “slit-2", “robo-1" y
“robo-27) no son inhibidos por acercarse a la linea media, pero dan vuelta al toparse con la GTC. Los
axones del CC podrian entonces usar sefiales-gula positivas de la glfa de lanzamiento (GL) para
cruzar la linea media y luego ser desviados dorsalmente por la GTC en el hemisferio opuesto. VL =
ventriculo lateral (modificado de Shu y Richards, 2001).
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en la mielinizacion y el diametro de las proyecciones axonales favorecen la velocidad y la eficiencia
de la transferencia de informacién interhemisférica.
El CC mantiene su forma y tamafio durante la tercera y cuarta década de la vida y comienza a

presentar un declive Qradual en el tamafo durante los siguientes afios (Pujol et al., 1982).

Agenesia del CC

La agenesia o ausencia del CC se asocia en el 85% de los casos con otras anomalias
encefalicas, debido al desarrollo embrionario simultdneo de otras estructuras encefalicas como: quiste
interhemisférico, anomalias de la migracion y organizacion neuronal cortical cerebral, anomalias del
cerebelo, lipoma, cefalocele, holoprosencefalia, arteria cerebral anterior 4cigos, malformaciones de
Dandy-Warker,. de Chiari ll, y quiste aracnoideo. En el 62% aparecen anomalias de tipo
cardiovascular, respiratorio, muscular esquelético, gastrointestinal y urogenital. En el 20% se
presentan anomalias cromosémicas, [a mayoria trisomias 8, 13, 14, 15y 18.

Todo esto sugiere que la agenesia del CC forma parte de una alteracién generalizada del
desarrollo. Sin embargo, la agenesia del CC puede ser asintomatica, en cuyo caso solo puede ser
detectada mediante pruebas neurol6gicas sofisticadas. Por otro lado, puede asociarse a alteraciones
clinicas significativas que incluyen retraso en el desarrolio psicomotor de grado variable, alteraciones
cognitivas (70%), epilepsia (39-60%), macrocefalia, hipertelorismo, exotropia e incapacidad para
realizar la convergencia ocular, paralisis cerebral, déficit neurologicos focaleé y sindromes de

desconexidn (revisado por Goncalves-Ferreira et al., 2003).

El CC y algunas patologias

Debido a que el CC constituye el sistema primario de proyeccién cortical, cualquier anormalidad
focat o difusa de las regiones corticales que estan conectadas bilateralmente se espera que tengan
efectos secundarios en las fibras del CC (Innocenti, 1994). Esto sucede en la esquizofrenia (Woodruff

et al,, 1995; De Quardo et al., 1996), el sindrome de hiperactividad con déficit de atencién (Giedd et

iR
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al, 1994, Baumgardner et al, 1996), esclerosis multiple (Pozzilli et a/., 1991), la enfermedad de
Alzheimer (Hofmann et al., 1995; Vermersch et al., 1996: Janowsky et al., 1996), autismo (Saitoh et
al., 1995; Piven et al, 1997), sindrome de Down (Wang et al, 1992), dislexia (Duara et al., 1991:

Njiokiktjien, 1994; Hynd, 1995) y el sindrome de Tourette (Peterson et a/.,, 1994; Baumgardner, 1996).

EICCylaglia

El CC def ratén fue caracterizado morfolégica y fisiolégicamente y los estudios mostraron que, a
los cinco dias postnataies, mas del 99% de todos los somas son de origen glial y menos del 1% de los
somas celulares corresponden a neuronas (Sturrock,1976; Berger et a/, 1991). Entre el tercer y
séptimo dia postnatal mas del 90% de las células poseen las caracteristicas morfoldgicas de los
progenitores gliales, mientras que la mayoria de las células, entre los 11 y los 18 dias después del

nacimiento, son oligodendrocitos (Sturrock, 1976).

Células gliales

El tubo neural, en su etapa temprana de desarrollo, consiste de un neuroepitelio. Esta formado
por células germinales que proliferan rapidamente durante el desarrollo y emigran lateraimente para
formar una capa que recubre al tubo neural, estas células se conocen con el nombre de neuroblastos.

Los neuroblastos crecen rapidamente y se diférencian en neuronas funcionales. Los
neuroblastos, al iniciar su migracién, pierden fa capacidad de dividirse. Una vez que se completa la
produccion de neuroblastos, el neuroepitelio produce glioblastos que son las células que se
diferenciaran en astrocitos, oligodendracitos y células ependimarias.

Las células ependimarias, junto con los astrocitos, son las primeras en diferenciarse.
Posteriormente, los glioblastos originan a los oligodendrocitos y con esto se inicia la mielinizacion del
SNC. Los glioblastos y la glia, a diferencia de las neuronas, conservan su capacidad para dividirse

(Burt, 1993).

1A/
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Corrientes de K™ en la glia.

Una de las caracteristicas electrofisiologicas que distingue a las células gliales es la presencia y
dominancia de las corrientes de K' que incluyen corrientes salientes dependientes de voltaje con
rectificacion saliente (d’ue comprende el rectificacion retardada y ia corriente tipo A), comientes con

rectificacion entrante y]ﬁorrientes activadas por Ca** (revisadas por Sontheimer, 1994).

1. Cormientes de K' con rectificacion retardada (Kpg). La Kor fue descrita por primera vez en el axon
gigante del calamar por Hodgkin y Huxley en 1952 y esta presente en la mayoria de las células
excitables, en donde es responsable de la repolarizacion (Kettenmann y Ransom, 1995} Asimismo, la
Kor ha sido asociada con la progresion del ciclo celular y la proliferacian de las células gliales, debido
a que su bloqueo inhibe estosiprocesos (Mac Farlane y Sontheimer. 2000). Existen diversos estudios
en cultivos de astrocitos que reportaron la expresion de este tipo de corriente (Barres et al., 1988,
1990; Berger et al., 1991; Gibson y Bordey, 2002; Sontheimer et al., 1989: Sontheimer, 1994; Zhou y
Kimelberg, 2000).

En el potencial de reposa los canales que originan la Kpr se encuentra cerrados y se abren por
despolarizacién. El inicio de la activacion ocurre a partir de —40 mV. El bloquec de la Kpr se obtiene
con Ba®, tetraetil amonio (TEA) o 4-aminopiridina (4-AP). Estudios en astrocitos recién aislados
(Barres et al., 1990; Tse et al., 1992) o en rebanadas del CC o del hipocampo (Berger et al,, 1991;
Bordey ef al, 1897, 1999) expresan, al igual que en los cultivos (Bevan y Raff, 1985), la Kpr cON
propiedades cinéticas y farmacol6gicas similares.

En cuanto a la identidad molecular de los canales responsables de esta cormmiente y/o las
subunidades de canales de K' que participan en la Kpr solamente dos han sido identificadas en
astrocitos de mamiferos (in vitro) y ambas pertenecen a la subfamilia de canales denominada Shaker
(Kv1). La subunidad Kv1.6 fue encontrada mediante la reaccién en cadena de la transcriptasa en

reversa (RT-PCR) en astrocitos de corteza de ratén (Smart, et al,, 1997), mientras que la subunidad
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Kv1.5 se encontro en astrocitos de la médula espinal en donde se cbservé gue tiene una participacién

predominante en la corriente Ky (Roy et al,, 1996).

2. Cormiente de K* transitoria o tipo A (K,). La carriente K, fue descrita por primera vez en el soma
neuronal de gasterépodes (Connor y Stevens, 1971) y se encontro en diversas células excitables en
donde modula la frecuencia del potencial de accién (Hille, 1984; Kettenmann y Ransom, 199%). La
corriente K, se encuentra superpuesta a la Kpr ¥ puede ser identificada por substraccion, usando
paradigmas de voltaje o manipulaciones farmacolégicas (Connor y Stevens, 1971, Nakajima, 1966;
Thompsen, 1977), aungue en rebanadas del hipocampo se encontrd que algunos astrocitos expresan
casi exclusivamente la corriente Ka (Sontheimer y Waxman, 1993). La corriente K4 se ha encontrado
tanto en astrocitos en cultive, como en astrocitos recién aislados y astrocitos registrados en
rebanadas de distintas regiones del cerebro como el hipocampo, nervio éptico, médula espinal y
retina (revisado por Sontheimer, 1994).

.a K, se caracteriza por inactivarse rapidamente durante pulsos despolarizantes, tipicamente se
requiere un prepulso hiperpolarizante (de aproximadamente —110 mV) para remover la inactivacion y
activar asi la corriente con pulsos despolarizantes. El inicio de la activacion es de 40 mV. La
corriente K, posee una inactivacién dependiente de voltaje con un curso temporal monoexponencial,
es bloqueada por 4-AP y es relativamente insensible a TEA (Connor y Stevens, 1971, Nakajima,

1966; Thompson, 1977).

3. Corrientes de K' dependientes de calcio (Kc.). La K¢, requiere concentraciones intracelulares de
Ca? elevadas para su activacién (tipicamente > 10 M). La K, ha sido descrita en astrocitos de
hipocampo (Tse et al, 1992), cerebro (Quandt y MacVicar, 1888) y nervio 6ptico (Barres et al., 1988),
asi como en células de Miller (Newman, 1985). Estas comientes son insensibles a 4-AP {Nowak et
al, 1987; Quandt y MacVicar, 1986). Basados en estudios farmacol6gicos y de conductancia se han

identificado dos tipos de canales Kc.: a) los canales tipo BK que poseen una conductancia de 200-300
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pS, son sensibles a caribdotoxina, iberotoxina y TEA; b) los canales tipo SK que poseen
conductancias de 10-14 pS y son sensibles a la apamina. Ambos tipos de canales se reportaron en
astrocitos de la corteza cerebral del ratén (Nowak et al., 1887).

4. Comientes de K 'c'on rectificacién entrante (Kg). La corriente K fue descrita en células de
musculo por Katz en 1949, es una conductancia que incrementa su amplitud al hiperpolarizar a la
célula. Esta corriente es la responsable del establecimiente del potencial de reposo en células gliales
(Ransom y Sontheimer, 1995; Gibson y Bordey, 2002; Horio, 2001). Estos canales tienen una
probabilidad de apertura grande a potenciales cercanos al reposo o hipérpolarizantes, mientras que la
probabilidad de apertura es cercana a cero a potenciales despolarizantes. En consecuencia la
corriente Kz muestra una rectificacion caracteristica que despliega corrientes de mayor amplitud a
potenciales negativos al potencial de reposo y corrientes de menor amplitud a potenciales positivos
(Ransom y Sontheimer, 1995; Gibson y Bordey, 2002; Horio, 2001).

Su actividad es modulada por la proteina cinasa A, el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) o
bien por la acitvacion de los receptores adrenérgicos (Roy y Sontheimer, 1995). Los canales Kir de
astrocitos son sensibles a Cs* y Ba®*. La K ha sido encontrada en astrocitos del hipocampo, nervio
6ptico, médula espinal y retina (revisado por Sontheimer, 1994; Horio, 2001). La expresion de Ky esta
regulada durante el desarrollo, aparece después de 7-10 dias in vitro en astrocitos de la médula
espinal (Sontheimer et al, 1992) y hasta la segunda semana postnatal, in vivo, en astrocitos del

nervio 6ptico y de! hipocampo (Sontheimer y Waxman, 1993).

Transmision sinaptica.

£l concepto de la transmision sinaptica en el SNC esta basado, en buena parte, en la accion de
la acetil colina (AcCo) en sinapsis periféricas, en particular ia de la unién neuromuscular de larana En

donde la entrada de Ca*" a la terminal axonal modula la liberacién del neurotransmisor en la sinapsis

(Miledi, 1973; Miledi y Reiser, 1983. Jeng, 2002).
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Aqui, fa AcCo es liberada al espacio sinaptico en donde se difunde e interactua con receptores
post-sinapticos. La difusién de la AcCo esta restringida por la unién rapida a los sitios del receptor,
proceso conocido como “difusion de amortiguamiento” (Katz y Miledi, 1973). Esta difusién de
amortiguamiento incre-n'1enta a su vez la posibilidad de que la AcCo liberada sea degradada por la
acetilcolinesterasa (Mz;gleby y Terrar, 1975). De esta manera la comunicacién quimica en la que
participa la AcCo esta restringida espacialmente al volumen del espacio sinaptico (Bunin y Wightman,
1998).

Esta informacién la podemos recapitualr en el siguiente modelo. La transmisién sinaptica es la
comunicacion neuronal, llevada a cabo mediante la liberacién de un transmisor, de la neurona
presinaptica mismo que se difunde en la hendidura sinaptica en donde se encuentran también la
neurona postsinaptica y la glia. El mensaje se recibe mediante el reconocimiento del transmisor por
receptores especificos, traduciéndose en una despolarizacion o hiperpolarizacion de la neurona
postsinaptica, determinando asi una respuesta excitadora o inhibidora. La transmision sinaptica
finaliza mediante la eliminacion del transmisor del espacio sinaptico, por difusién, a través del
catabolismo enzimatico o de su recaptura. La recaptura del transmisor se lleva a cabo por un sistema
de transporte de afta afinidad, encontrandose en las terminales de las neuronas presinapticas y en las

celulas gliales (Figura 3; Reyes-Haro y Salceda, 2000).

Receptores a transmisores en la glia

Las células gliales inicialmente fueron descritas por Virchow en 1858. Cien afios después se
realizaron los primeros estudios fisiolégicos en el musculo esquelético desnervado de la rana, en
donde se demostré que los potenciales post-sinapticos del musculo se perdian al desnervarlo y
posteriormente aparecian con una amplitud menor (Birks ef af,, 1960). Estos potenciales se producian
debido a la liberacién de AcCo por parte de las células de Schwann que, después de la degeneracion
axonal de las terminales nerviosas, eran las Unicas células que permanecian en contacto estrecho

con la membrana postsinaptica de las fibras musculares (Bevan et al,, 1973a,b).
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Célula Glial

Neurona
Postsinaptica

Neurona
Presinaptica

Figura 3. Esquema que representa los mecanismos de transmision sinaptica: 1. Liberacion vesicular

del transrriisor de la terminal presinaptica. 2. Liberacién vesicular del transmisor de la glia. 3.

Activacién de receptores post-sinapticos o gliales 4. Catabolismo enzimatico. 5. Transporte a la

terminal presinaptica. 6. Transporte a la glia. 7. Difusion.
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Esto revelo una propiedad inédita para las células gliales: la liberacion de AcCo (Dennis y Miledi,
1974; Ito y Miledi, 1877).

Con el establecimiento de las técnicas de cultivo fue posible estudiar las propiedades de Ias
células gliales in w’trd’y en 1971 se reportd que las lineas celulares de origen glial respendian a
agonistas de los receptores adrenergicos, incrementando los niveles de AMPc (Clark y Perkins,
1971). Posteriormente se descubrieron proteinas que eran exclusivas de las células gliales como la
GFAP o la glutamina sintetasa, que funcionaron como marcadores celulares y abrié la puerta para un
estudio mas detallado de las mismas (Bignami et af, 1972: Norenberg y Martinez-Hernandez, 1879).
A estos estudios siguieron otros que sugerfan la presencia de distintos receptores a transmisores en
fas células gliales: estudios autoradiograficos (McCarthy y Harden, 1981), estudios electrofisiologicos
y de biologia molecular por mencionar algunos (Berger et al,, 1992; Matute et al, 1992-1995) .

Actualmente se tiene evidencia de la existencia de receptores a diversos transmisores en los
astrocitos: receptores a glutamato (Glu), acido y-amino-butirco (GABA), somatostatina, sustancia P,
asi como Ios receptores adrenérgicos, purinérgicos, serotoninergicos, muscarinicos, histaminérgicos

por mencionar algunos (revisado por Porter y McCarthy, 1997).

Receptores a transmisores en el CC

En el CC existen pocos estudios acerca de ios receptores a transmisores expresados por los
distintos tipos celulares presentes en esta comisura. Como se mencioné anteriormente, estos tipos
celulares son principalmente de origen glial: astrocitos, oligodendrocitos y microglia.

En estudios electrofisiologicos en rebanadas del CC del ratén se encontro que las células gliales,
como los glioblastos y los oligodendroﬁtos, expresan receptores a Glu y a GABA (Berger ef al.,, 1992).
El uso de agonistas y antagonistas sugiere que los receptores a Glu expresados en el CC del ratén

son de tipo NO-NMDA (conocido también como AMPA-Kainato), mientras que los receptores a GABA

son de tipo A (Berger et al,, 1992).
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Asimismo, en estudios efectuados en ovocitos de Xenopus inyectados con el RNAm del CC de|
bovino y del humano se reportaron respuestas a Giu. Las respuestas corresponden a receptores de
Glu del tipo NMDA y No-NMDA (Matute y Miledi, 1893). Estudios de hibridacién in situ mostraron que
los RNAm's de las subimidades de los receptores a Glu (GIuR1 y GIuR3) que forman receptores
funcionales del tipo No-NMDA, estén presentes en los astrocitos del CC de bovino y de humano
(Matute y Miledi, 1993).

Adicionalmente, se encontré que la aplicacién extracelular de AcCo, 5-HT y angiotensina Il (Ang
I} en ovocitos de Xenopus, inyectados con RNAm del CC del bovino y del humano, generan ia
activacion de receptores acoplados al sistema de segundos mensajeros de [P;/Ca®* que a su vez
pueden activar comientes oscilatorias de CI' (Matute y Miledi, 1993; Matute ef a/, 1994).
Posteriormente la presencia del receptor de Ang Il se reportd en astrocitos del CC de la rata (Fogarty
y Matute, 2001). Estos datos en conjunto muestran fa diversidad de receptores que expresa ! CC.

Por ofro iado, en rebanadas del CC del ratén, se obtuvieron cambios en la concentracion
intracelular de Ca** al aplicar ATP, Glu, histamina, GABA, norepinefrina, 5-HT, Ang Il, bradikinina y
sustancia P (Bernstein ef al, 1996). De esta manera, aunque se observaron un gran nimero de
respuestas a distintos transmisores en el CC, queda por realizar la caracterizacién de los receptores

implicados.

Transmisién en el CC.

La presencia de receptores para transmisores en el CC ha sido estudiada (Matute y Miledi,
1993-1994a,b; Berger et al, 1995; Bemstein et al., 1996; Xu y Pandey 2000; Fogarty y Matute 2001), y
de acuerdo a algunos autores la presencia de sinapsis en los tractos de esta comisura es reducida
(Bernstein, et al,, 1996). Con esta consideracion, los transmisores que potencialmente pueden unirse
a los receptores del CC seguirian un patrén de transmisién extrasinaptica que, ademas de la
fiberacién vesicular, incluiria la posibilidad de que el transmisor pudiera ser liberado por las células

gliales o los axones en una forma no vesicular (Chiu y Kriegler, 1994). El significado funcional de la
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transmision extrasinaptica comienza a ser explorado (Bernstein et a/., 1996; Bunin y Wightman 1998:

Zhou ef al., 1998) y el CC podria ser un buen modelo para estudiar este proceso.

Transmision Seroté;ﬁnérgica.

Serotonina o 5-Hidroxitriptamina (5-HT).

La 5HT es una amiﬁa biogénica que funciona come neurotransmisor, modulador, hormona v
mitégeno se sintetiza a partir del triptéfano con ayuda de la triptofano-5-hidroxilasa (Julius et al,,
1988). La mayor cantidad de la 5-HT del cuerpe se produce y actua fuera del cerebro, solo el 1-2%
del total de la 5-HT actua como neurotransmisor o neuromodulador en el SNC. No es sino hasta los
afios 50’s cuando se descubre en el SNC, antes se identificd su presencia en la sangre, como un
factor vasoconstrictor, de ahi el nombre de serotonina. Las plaquetas contienen ~8% de la 5-HT total
del organismo (todos estos datos se obtuvieron de Delgado et al., 2000).

Las neuronas que liberan 5-HT se concentran en el nicleo del Rafé y se proyectan a la mayoria
de las regiones de! SNC, participando en diversas funciones neuronales. En la corteza cerebral, por
ejemplo, las sinapsis serotoninérgicas estan relacionadas con los estados emocionales y la

percepcion. Estas sinapsis son el principal sitio de accién de una gran variedad de farmacos

antipsicoticos (Julius et al,, 1988; Barnes y Sharp, 1999; Torres ef al., 2003).

Liberacién de 5-HT

La vision tradicional de la transmisién sinaptica ha sido reconsiderada con el descubrimiento de
que monoaminas como la 5-HT son liberadas al espacio extracelular de los nicleos que contienen los
somas de las neuronas, en este caso el nucleo del Rafé (Hery et al.,, 1982; Adell et al., 2002). Esto
sugiere una posible liberacion somatica de 5-HT, la cual ha sido descrita y visualizada en las
neuronas Retzius de la sanguijuela (Bruns et al., 2000; Trueta et al., 2003).

Asimismo, en el tallo cerebral, las neuronas monoaminergicas poseen varicosidades que se

definen como porciones axcnales abultadas con una dotacién de vesiculas sinépticas. Asi que, las
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moléculas de 5-HT pueden también ser liberadas de estas estructuras "semejantés a terminales”, de
manera parecida a lo que ocurre en las dreas de proyeccion de las terminales nerviosas (Adell ef al,
2002). Mas aun, estas varicosidades pueden ser cubiertas por las proyecciones gliales como en el
caracot, Helix pomatia 'y(establecer asi una comunicacidn de tipo “varicoso-glial” (Elekes, 1891).

De este modo, la hfesencia de vesiculas en las cuales la 5-HT puede ser almacenada y liberada
por exocitosis ha sido demostrada en los somas, dendritas y mas aun en las varicosidades axonales
de las neuronas serotoninérgicas en el nlcleo de! Rafé (Steinbusch, 1981, Kapadia et al, 1985,
Liposits et al., 1985; Chazal et al., 1987), por o que la liberacidén podria ocurrir en cualquier porcion de
las neuronas serotoninérgicas. Dicha liberacion es dependisnte de Ca®" y los canales de Ca*
dependientes de voltaje tipo N y L participan en este evento, tanto en el nucleo del Rafé como en las
neuronas Retzius de la sanguijuela (Bagdy ef al.,, 1895; Trueta et al., 2003).

Adicionalmente, debe tenerse en cuenta que la 5-HT puede ser también liberada de una forma
no vesicular, bien por un mecanismo estimulade por anfetaminas como la p-cloroanfetamina (Kuhn, et
al., 1985; Adell et al., 1989) o por un mecanismo en el que participe el transportador (Levi y Raiteri,
1993).

Receptores a 5-HT

Los receptores a 5-HT, basados en su perfil farmacolégico, secuencia de ADN y mecanismos de
transduccion de sefiales, se dividen en 7 tipos. A excepcién del receptor 5-HT, que es de tipo
ionotrépico, los ofros receptores de 5-HT son de tipo metabotrépico (Barnes y Sharp, 1989; Delgado
et al., 2000). La tabla | muestra la clasificacién de los receptores a 5-HT.

Receptores a 5-HT en la glia

Diversos estudios en las células gliales de mamiferos sugieren la presencia de los receptores: 5-
HT,c (Chen et al., 1995); 5-HT.x (Mercado y Hernandez, 1992b; Azmitia et al., 1996), 5-HT s, 5-HT ¢,

5-HT,p, 5-HT,, 5-HTs (Merzak et al., 1996); 5-HT,. (Yoder, et al., 1996), 5-HTs, (Carson et al., 1996).
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Tabla I. Receptores a Serotonina

Agonistas *
Receptor| Subtipo Via efectora | Proteina G g
Antagonistas **
~ -
>-HTia 8-Hidyroxy-DPAT*
5HT {(5HT 1a)
5-HT, < 5-HT o ﬂ Adenilato G/G, CP94253* (5HTg)
5-HT:e ciclasa -694,247* (5HT )
5-HT
~ " BRL 54443
(6HTenr)
a-Methyl-5HT*
5-HTa (5-HT)
5-HT, 5-HT g ﬂ PLC G g
Ketanserin**
5-HT ¢ (5-HT>)
A Quipazine*
5-HT, Canal i6nico --
(Na*/K*/Ca*) RS16566 **
5-HT, ﬂ Adenilato G, RS67333
ciclasa GR113808™
5.HT. 5-HTsn Adenilato G, 5-Carboxamidotryptamine
5-HTsp ﬂ ciclasa i? (high affinity for SHTza)
&7
: 2-Methyl-6HT
5-HTs 0] Adenilato G (potent 5HT, ligand)
ciclasa
5-HT; ] Adenilato G, SB269970
ciclasa

"0 "0V 00 0 W 00 709" 0°0 00 'O @0 00 P 6T ¥

1 =Modula positivamente [1= Modula negativamente  (Tomado de! catalogo de Tocris, 2003).




En el CC de los mamiferos solo existen dos trabajos que reportan respuestas a 5-HT, sin
caracterizar sus propiedades (Matute y Miledi, 1993; Bernstein ef al., 1996).

Los estudios electrofisiolégicos en glia son escasocs, y en general sugieren que la 5-HT
hiperpolariza a los astroéi’tos en lineas celulares de gliomas C8, astrocitos de corteza de [a rata y
células gliales de la sanguijuela (Walz y Schlue, 1982; Ogura y Amane, 1983, 1984). En otro estudio,
realizado en astrocitos en cultivo de la médula espina! de ratas embrionarias (E17-18), se reportaron
cambios en el potencial de membrana (de 1 a 8 mV) al aplicar exogenamente 5-HT. En este estudio
fue posible detectar respuestas hiperpolarizantes (84%) y despolarizantes (8%). mientras que el resto
no respondio a 5-HT (Hosli et al, 1987b). También, en oligodendrocitos cultivados de la corteza

cerebral de rata, la aplicacion extracelular de 5-HT genera corrientes entrantes (Belachew et al,

1998).

Transporte de serotonina

Una vez que es liberada al medio extracelular y activa a sus receptores, la 5-HT es removida por
medio de un sistema de transporte de alta' afinidad, dependiente de Na* y sensible a fluoxetina. Al ser
incorporada a las células nerviosas, la 5-HT es desaminada a través de la monoamino oxidasa
(MAO), produciendo &cido 5-hidroxiindolacético (Bel et al,1997; Torres et al., 2003). Este proceso
ocurre tanto en las neuronas como en los astrocitos (Katz y Kimelberg, 1985; Ferre ef af., 1994; Bel et
al., 1997; Hirst et al,, 1998b; Inazu et al., 2001).

El estudio del sistema de transporte para la 5-HT tiene gran importancia farmacolégica y
fisiopatolégica, debido a que es un sitio de accién de antidepresivos y compuestos triciclicos que
inhiben la recaptura de 5-HT (Fuller, et al,, 1991; Blakely, 2001; Torres et al, 2003). Ademas de
desempefiar un papel central en la depresion, este transportador es también blanco de la accién de
otras drogas, como la cocaina, 3,4-metilenodioxi-N-metilanfetamina (MDMA = "extasis”) y las

metanfetaminas (Zhou et af., 1998; Corey ef al.,1994, Torres ef al., 2003).
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El bloguec de la recaptura de 5-HT por inhibidores selectivos en las células gliales es de gran
relevancia en padecimientos psiquiatricos como la depresién, neurosis obsesiva compulsiva, los
desdrdenes de panico, de personalidad con agresividad y caracteristicas impulsivas, asi como los
desérdenes alimenticios’ (anorexia y bulimia), abuso de drogas, dolor pre-menstrual y crénico (Sur et
al., 1996; Torres et a/,, 2003).

El transporte de 5~HT es el elemento fundamental en fa regulacion de la duracion y el tono de la
transmisidn serotoninérgica (Zhou ef al, 1998). A la fecha solo se ha identificado una proteina
responsable del transporte de 5-HT. El gen del transportador de serotonina (SERT) codifica para una
cadena polipeptidica de 630 aminoacidos con 12 dominios fransmembranales, regiones
citoplasmaticas con un extremo amino y carboxilo terminal, sitios de glucosilacién en la segunda asa
transmembranal, un sitio potencial para la fosforilacion a través de la proteina cinasa C (PKC) en el
segunde dominio transmembranal (Zhou, ef al., 1996).

El peso molecular para SERT es de 74-78 KDa (Sur, et afl., 1996; Qian ef al,, 1995; Zhou et af.,
1996). Estudios inmunohistoquimicos mostraron que SERT estd presente en el hipocampo, globus
pallidus, estriado, amigdala, talamo y vias axonales como la corteza cingulada. El CC no presentd un
marcaje tan intenso como el de las regiones arriba mencionadas, aunque revelé su presencia en
fibras axonales (Zhou, ef al., 1998). La presencia de un sistema de transporte para 5-HT en el CC, asi
como las caracteristicas cinéticas de! mismo, se desconocen. Por esto, el estudio del mecanismo, Ia
localizacién y la regulacion de la remocion de la 5-HT es importante para entender el papel de este

transmisor en la fisiologia del CC y su posible implicacién en las patologias anteriormente descritas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CC es un tracto de.fibras nerviosas que aparentemente carece de actividad serotoninérgica.
Sin embargo, la presencia de fibras axonales inmunoreactivas a 5-HT, las respuestas a 5-HT en
ovocitos inyectados con RNAm del CC del bovino y del humano, asi como en rebanadas del CC de

ratén sugieren que la 5-HT podria funcionar como transmisor en el CC de larata.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La 5-HT se libera del CC y activa los receptores expresados en astrocitos para luego ser
removida del espacio extracelular por medio de un transporte dependiente de Na’ , sensible a la

acci6n bloqueadora de algunos antidepresivos como la fluoxetina.
OBJETIVOS

Objetivo General:

Caracterizar el proceso de transmisién serotoninérgica en e CC de la rata

Objetivos particulares:
A) Caracterizar los cultivos gliales del CC de larata

1. Caracterizar inmunocitoquimicamente la presencia de astrocitos en los cultivos en DMEM y NB-

G5 con el anticuerpo para {a GFAP.

2 Analizar las corrientes de K* en astrocitos cultivados en DMEM y NB-G5.
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B) Respuestas a 5-HT en astrocitos en cuftive del CC de la rata
1. Analizar las respuestas a 5-HT en los astrocitos en cuitivo del CC de la rata.
2. Determinar el potencial de inversion de las corrientes ionicas producidas por 5-HT en los astrocitos
en cultivo, para estabiééer que tipo de canal{es) esta(n) implicado(s) en sus respuestas.
3. ldentificar el o los fipos de receptores presentes en los astrocitos en cultivo con el empleo de

agonistas y antagonistas de los receptores a 5-HT.

C) Recaptura de 5-HT en rebanadas del CC de la rata
1. investigar la existencia de un posible sistema de recaptura para la 5-HT.
2. Determinar la dependencia de Na®* del sistema de recaptura para la 5-HT.
3. Determinar la constante de afinidad (K,,) del sistema de recaptura para 5-HT y su velocidad maxima
(Vimad) -
4. Obtener la constante de inhibicién (K; e ICso) de al menos un inhibidor selectivo de la recaptura de
5-HT y observar el efecto de algunos antidepresivos en la recaptura de 5-HT en el CC.
5. Determinar el efecto del pH en la recaptura de 5-HT.

6. Investigar la recaptura de 5-HT durante el desarrollo.
D) Liberacién de 5-HT en rebanadas det CC de la rata

1. Evaluar si la 5-HT es liberada del CC

2. Si existe tal liberacién de 5-HT, evaluar si depende de Ca®*.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos de células gliales

Se utilizaron cinbb ratas recién nacidas de la cepa Wistar en cada cuitivo, las cuales fueron
decapitadas y el cerebro removido en una solucién extracelular {ver soluciones y microelectrodos) en
hielo. Después, se hicieron dos cortes coronales para obtener dos rebanadas cerebrales de cada
animal, la rebanada anterior se desechd, mientras que la rebanada posterior (que contenia
principalmente el tronco del CC) se observd bajo el microscopio estereoscopico y se le removieron
fos vasos sanguineocs.

El CC fue identificado visualmente y la rebanada se sumergi¢ en solucién extracelular fria para
facilitar su aislamiento. Posteriormente, el CC fue cortado en peguefios trozos y colocado en un tubo
Eppendorf con medio de cultivo “Eagle modificado de Dulbecco” (DMEM) suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 2 mM de giutamina, 100 unidades/ml de penicilina, 100 Hg/m! de estreptomicina.
El tejido fue disociade en células individuales al pasarlo varias veces a través del orificio de una
pipeta Pasteﬁr, previamente pulida al fuego (para estrechar el didmetro del orificio) y cubierta con
silicon (Sigmacote, Sigma) hasta alcanzar la densidad celular apropiada. El sobrenadante se
resuspendio en un tubo Eppendorf con DMEM. La suspensién celular fue entonces sembrada en
cubreobjetos barnizados con 0.01% de poli-L-ornitina (Sigma) y diluida en 2 ml de DMEM, dentro de
una caja de Petri de 35 mm para cultivo. Las células sembradas fueron incubadas en una camara de
cultivo, a 37°C, en una atmésfera con 5% de CO; (Figura 4).

Después del primer dia los cultivos fueron selectivamente diferenciados a astrocitos cambiando
ef medio de cultivo DMEM por medio neurobasal (NB, libre de suero) suplementado con G5 {NB-G5),
0.5 mM de glutamina, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. El suplemento
G5 (100x) esta compuesto por transferrina humana 500 pg/ml, selenio 0.52 pg/ml, insulina 5000

Hg/ml, biotina 100 pg/ml, hidrocortisona 0.36 pg/ml, factor de crecimiento fibroblastico 0.50 pg/mil,

21



||4““"“““ﬁ‘¢‘d

%S e‘ODAaneua 'y yoe ‘Bl0pEQNOUI ] U OpIUajUeW A H18d ap efes eun us opeiquies any
[BNO 3 3juepeuaiqos |8 ua uossauewad SEPeIDoSIp sejn($o sej anb Senuaiw ‘opuoy B uveqejdeld as Jelzosip us sojuawbel

W3INQ U unajseq ejadid eun ap epnfe g uao SJUBLIEDIURIAW SOPEIOSIP UoISN) SOpIUSIqo sojuswBey sof A opeznuaiusap ‘opejsie

@0y oplfey |3 epunbas e ozn s 0[0s A ouoasap as souajue e ‘SEpeuBqS) SOpP UOIBIANIQO Bs A S8|BUCI0D Sal00 sop uoleioy

SS 9juaLLIoUs)SOg “OPEISIE 01GesAD |8 ‘epeydedsp sny ejes e ‘epoeu U091 Blel B 8p DO |ep sopoonse ap SoAIND “ eunbiq

0sojied oduany

"

eINpaw
. : o|aqalan
@ +— lzl N 8 S—
m C— Y soqing

A

W e ETe W OTe




-

= B T NS ¥ T N S LLE

factor de crecimiento epidermal 0.10 pg/ml. Este dltimo medio de cultivo se cambié cada tercer dia.
Todos los reactivos para cultive fueron de Gibco BR. Para confirmar que las células de los cultivos
del CC de la rata correspondian a ceélulas de tipo glial se utilizé el anticuerpo que reconoce a la

GFAP, marcador espéciﬂco de las células gliales.

Inmunofluorescencia de GFAP en las células en cultivo

Las células crecidas por siete dias en cubreobjetos fueron lavadas dos veces con una solucién
amoniguadorla de fosfatos de sodio (PBS; 0.1M, pH 7.4). Ensequida, fas células fueron fijadas con
metanol absoluto (100%) por ocho minutos, a —20°C, lavadas tres veces con PBS e incubadas con
10% de suero de caballo en PBS-Triton X-100 (0.1%) por una hora. Los cubreobjetos fueron lavades
dos veces con PBS e incubados, por 2 horas a temperatura ambiente, con un anticuerpo policlonal de
conejo contra la GFAP (Diasorin), a una dilucién de 1:10. Después, las células fueron lavadas tres
veces con PBS e incubadas por una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario,
conjugado con fluoresceina isotiocianato (FITC), obtenido del chivo y dirigido contra las
inmunoglobulinas de conejo (Sigma) a una dilucién de 1:160. Finalmente, los cubreobjetos fueron
lavados tres veces con PBS y montados con glicerol. Las preparaciones fueron visualizadas en un
microscopio de fluorescencia (Nikon, E-600) y las imagenes digitalizadas con una cadmara
monocromatica (Camara Cool SNAP, Photometrics). Las imagenes fueron editadas con los

programas Iptab 3.5 (Scananalytics, Inc) y Photoshop 6.0 (Adobe).

Registro electrofisioldgico

Un fragmento del cubreobjetos con células en cultivo fue colocado en una camara de registro la
cual fue continuamente perfundida, a una velocidad de flujo de 1-2 mi/min con solucion extracelular,
permitiendo la aplicacion rapida de distintas sustancias. Las células aisladas {sin contacto con otras)
fueron seleccionadas para el registro después del tercero y hasta el octavo dia de cultivo. Las

corrientes iénicas fueron obtenidas a temperatura ambiente (20-23°C) con la técnica de fijacién de

el
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voltaje en ta configuracion de Ta célula completa (Hamill et al. 1981), utilizando un amplificador
Axopatch-200B (Axon Instruments), filtrando a 5 KHz y adquiriendo a 3.3 KHz, a través de una
interfase Digidata 1200 (Axon Instruments) conectada a una computadora (Lanix). La adquisicion,
almacenaje y ana’lisis’fheron hechos utilizando el programa pClamp 8 (Axon Instruments). Las célutas
fueron fijadas a un pofencial de mantenimiento de —-60 mV. Las corrientes capacitivas y de fuga fueron
restadas con un protocolo P/4 (Almers et al, 1983). Las amplitudes de las corrientes y los valores
estadisticos (promedio + error estandar, con n siendo el nimero de células registradas) fueron

evaluados con un programa grafico-estadistico y con ajuste de curvas (Origin 4.0, Microcal). La figura

5 ilustra el equipo utilizade y una celula en registro,

Soluciones y micrcelectrodos.

La solucién extracelular de perfusion contenia (en mM) 150 NaCl, 5.4 KCI, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 5
HEPES y 10 glucosa. El pH fue ajustado con NaOH a 7.2. En algunos experimentos 5,10 6 20 mM de
NaCl fue sustituido por una cantidad equimolar de TEA o 4-AP para bloquear las comientes de K*. Las
micropipetas de registro fueron hechas con capilares de borosilicato (Sutter Instruments) con ayuda
de un estirador de pipetas (puller, P-97 Flamming/Brown, Sutter Instruments). La solucién con la que
se llenaba la micropipeta (solucién intracelular) contenia (en mM)‘: 130 KCI, 0.5 CaCl,, 5 EGTA, 1
MgCl,, 10 HEPES; 3 ATP y 0.4 GTP. En alguncs experimentos se redujo la concentracion de CI
intracelular a 40 mM sustituyéndolo con gluconato de K. Esta solucion contenia (en mM): 35 KCI, 95
gluconato de K, 0.5 CaCl,, 5 EGTA, 2 MgCl,, 10 HEPES; 3 ATP y 0.4 GTP. En ambas soluciones se
utilizd 20 mM KOH para disolver el EGTA y ajustar el pH a 7.4. La actividad de Ca* calculada fue de
~11 nM, con las concentraciones de EGTA y Ca*" utilizadas (Berger ef af, 1891). El pH se ajust6 con

KOH a 7.2. La resistencia de las pipetas fue de 3-5 MQ.
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Protocolos para obtener las relaciones corriente-voltaje (1-V)
Las curvas |-V se construyeron, con las amplitudes obtenidas por la aplicacion de pulsos de
voltaje, con una duracién de 200 ms, que iban de —120 a 40 mV con incrementos de 20 mV o por la

-

aplicacion de rampas-de voltaje que iban de -100 a 50 mV, en 1 s. Estos protocolos se utilizaron en
las figuras 12, 21-25. N

Para explorar la presencia de la corriente K,, se utilizaron pulsos de voltaje despolarizantes con
una duracion de 400 ms, de —60 a 80 mV, después de aplicar un prepulso de 400 ms a 110 mV
(Figura 14y 16).

Para la relacion concentracion-respuesta en presencia de 4-AP se aplicd el mismo protocoio
pero solo con un pulso a 80 mV (Figura 15).

Para determinar el potencial de inversion de las corrientes, se utilizé un protocolo de fijacion de
voltaje en dos pasos, que consistia en fijar el voltaje de la célula en 10 mV por 40 ms y luego aplicar

varios pulsos de voltaje, de 200 ms, que iban de —180 a 80 mV con incrementos de 20 mV (Figura

13).

Curvas de activacion de la comiente de K*

Para obtener las curvas de activacion, la corriente pico (I) fue medida en cada potencial y [a
conductancia (G) correspondiente fue calculada con la siguiente ecuacion: G = | (V-Ex), en donde V
es el potencial de membrana y Ex es el potencial de equilibrio (Nernst) del K*, (-83 mV). Las
amplitudes tanto de las corrientes como de las conductancias calculadas fueron normalizadas con
respecto al valor maximo y graficadas en funcién del potencial de membrana durante e! pulso de
prueba. En el caso de la conductancia normalizada, las curvas de activacion fueron obtenidas y
ajustadas con la ecuacién de Boltzmann: Gi/ G pay =1/{1 +exp [ (V2 = V) ] }. en donde Gjmay €5
la maxima conductancia iénica, Vi, es el voltaje al cual G, es la mitad de Gjmax , ¥ Kk €s €l factor de la

pendiente que determina !a relacién corriente / voltaje de G;. Este analisis se efectud con los datos de

la figura 16.
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Respuestas eléctricas mediadas por 5HT

Con el fin de determinar qué tipo de ion es el responsable de fa corriente inducida por 5-HT, esta
monoamina se aplico a distintos potenciales de mantenimiento (desde -80 a 60 mV) y se estudié el
potencial de inversion. él potencial de inversion es el potencial al cual la corriente cambia de signo, es
decir, de entrante a saliéhte. Para determinarlo se realizaron curvas I-V. Posteriormente se utilizaron
protocolos de puisos de voltaje y rampas (descritos en la seccion anterior) antes, durante la aplicacion
de 5-HT y después de la aplicacion de 5-HT para evaluar el efecto de esta monoamina sobre la
conductancia de K'. Asimismo se probaren distintas concentraciones de 5-HT (1 yM — 1 mM) para
obtener la concentracion de 5-HT que activa el 50% de la corriente maxima (ECsc). Las amplitudes de
las corrientes obtenidas con las distintas concentraciones de 5-HT fueron normalizadas con la

corriente maxima. Los valores fueron ajustados con ta ecuacion de Hill.

Acumulacién de [PH]-5-HT en rebanadas del CC de la rata

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague Dowley {200-300 g), las cuales fueron
anestesiadas con pentobarbital (40 mg/kg ip) v decapitadas. El pentobarbital no modifica la
acumulacion de 5-HT (Martin et al., 1998). El cérebro fue removido y aislado en una solucion Ringer
Krebs (RK) en hielo, con la siguiente composicién (en mM): 118 NaCl; 4.7 KCI; 1.17 KH.PQ,; 2.5
caCl,: 1.17 MgSQy; 5.6 glucosa; 25 NaHCO; {pH 7.4). El CC fue disecado e incubado por 10 min a
37°C, en 1 ml de solucién RK con 10 uM de pargilina, 60 pM de &cido ascérbico y en presencia o
ausencia de alguno de los inhibidores de la recaptura de 5-HT (10 pM). Las rebanadas del CC fueron
de 58 mg de tejido humedo. La [*H]-5-HT a la concentracion apropiada se afiadio (actividad
especifica: 6.10 Ci/mmol) y se incubd por 10 min.

En el caso del pH, curva dosis-respuesta de fluoxetina y el uso de los inhibidores especificos de

la recaptura de 5-HT; la concentracion final de 5-HT fue de 500 nM, utilizando una mezcla de [’H}-5-
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HT y 5-HT fria (o sin marcar) en una proporcion aproximada de 1:12.5. Para los experimentcs de pH
acido (pH 5 y 6) se sustituy6 el NaHCQ; por acetato de Na'; para los experimentos de pH basice (pH
8 y 9) el NaHCQO; se sustituyo por borato de sodio (Gadea ef al, 1989). Al final de! expermento el
tejido se lavo en 5 ml d; solucion RK en hielo para luego ser pesado, y finalmente disuelto en dodecil
suifato de sodio (SDS) él' 1% para digerir el tejido a 40°C por 30 min. Después, se afadieron 5 ml de
liquido de centelleo y se cuantifice la radiactividad incorporada con un contador de centelles liquido.
La acumulacion no especifica fue definida como aquella presente a 1°C (Figura 6). La acumulacién
especifica (dependiente de temperatura) se determiné restando la acumulacion a 1°C (acumuiacion

no especifica) de 'a acumulacion total (a 37°C). La medicion de proteinas se realizé uti’zando el

método de Bradford (Bradford, 1976), en el que se uso albumina como estandar.

Liberacion de FH]-5-HT en rebanadas del CC de /a rata

E! tejido aislado fue procesado como en los experimentos de acumulacién de [PH]-5-HT, solo
que al finalizar la acumulacion por 10 min y después de ser pesado, el CC fue lavado por 12 min.
Posteriormente se inicié con los experimentos de liberacion, los cuales consistieron en incubar el
tejido durante 2 min en cinco viales distintos, los dos primeros contenian RK normal, mientras que el
tercer vial contenia RK modificado con 70 mM de K* (el NaCl se redujo en la misma proporcion que se
aumenté el KCl), esto con el fin de estimular la fiberacibn de [°H]-5HT al despolarizar el tejido.
Finalmente el tejido fue incubado en otros dos viales por 2 min con RK normai.

Al finalizar, el tejido fue solubilizade en un vial con 0.5 ml con 1% SDS, a 40 °C. Al tejido

solubilizado y a los viales de liberacion se les agreg6 5 ml de liquido de centelleo para cuantificar la

[PH]-5-HT liberada y la que quedé en el tejido (Figura 7). En los experimentos en los cuales se evalud

la dependencia de Ca**, el Ca®* fue removido del RK vy sustituido por 1 mM CdCl..
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Materiales

Los bloqueadores de las corrientes de K* fueron 4-AP (RBI), BaCl, y TEA (Sigma). Los
inhibidores de la recaptura de 5-HT usados fueron: fluoxetina, zimelidina, imipramina, clomipramina y
6-nitroquipacina; estos ir';l"\ibidores fueron comprados a RBI (Natick, MA). La cetanserina, quipacina y
a-metil-5-HT fueron combfados a RBI también. La pargilina (inhibidor de la enzima que degrada a [a
5-HT: monoamiﬁoxidasa -MAO) y el &cido ascérbico fueron adquiridos en Sigma. La [*H]-5-HT se
compro en “Amersham Life Sciences” (Amersham, UK).

Analisis de datos

Las constantes cinéticas de afinidad e iphibicion (K., Vma K, ECs e ICs:) se calcularon
utilizando metodos de regresidn no lineal (ecuaciones Michaelis-Menten, Hill y Boltzmann) con ayuda
del programa comercial Origin 4.0. La constante de inhibicion (K) se determiné utilizando la ecuacién

de Cheng-Prussof (1973): K=ICso/(14[C]/Ky), donde [C] es la concentracion de 5-HT (500 nM) y K,

es la constante de afinidad para la recaptura de 5-HT.

40
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37°C
2 min. clu.

Contador de centelleo liguido

Figura 7. Experimentos de liberacion de 5-HT. Después de incubar por 10 min el tejido (como en los

experimentos de acumulacién), éste se lavo 12 min y se incubd por cinco periodos de 2 min, a 37°C,

para posteriormente cuantificar la [’H]-5-HT liberada en los cinco viales en los que se paso el tejido.
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RESULTADOS

I. Caracteristicas morfolégicas de las células gliales in vitro e in vivo del CC de /a rata

Inmunoﬂuorecené:r:a contra la GFAP

Varios estudios han mostrado que las células gliales pueden desarrollarse in vitro con formas
celulares distintivas, dependiendo de! tipo de medio de cultivo utilizado (Michler-Stuke et al, 1982,
1984; Safavi-Abbassi et al, 2001). Debido a esto, y teniendo en cuenta que la poblacién celular
predominante en etapas tempranas del desarrollo postnatal del CC son los glioblastos, se obtuvieron
astrocitos del CC al utilizar el medio de cultive y suplementos apropiados. De esta manera, los
astrocitos se cultivaron por siete dias a partir de suspensiones celulares del CC de ratas recién
nacidas y se fijaron con metanol. Las imagenes en contraste de fase muestran células con
proyecciones o celulas de apariencia epiteloide cuando se cultivaron en DMEM o NB-G5 (Figuras 8
A, A;). Posteriormente se efectuaron estudios de inmunofluorescencia que revelaron la presencia de
celulas GFAP positivas y en consecuencia la identidad celular de las células cultivadas tanto en NB-
G5 como en DMEM. Mas del 95% (227 de 234) de las células cultivadas en DMEM presentaron
inmunomarcaje a GFAP, mientras que en NB-G5 fue >99% (79 de 79), lo que indicé que las células
utilizadas para el registro eran astrocitos (Figura 8 B,,B,). En ambos casos el conteo celular se
efectué en 3 cultives distintos, utilizando la imagen digital del campo visual observado con el

aumento de 20x.

Figura 8. Imagenes representativas de las células del CC crecidas en NB-G5 o DMEM por 7 dias. Las
células se visualizaron en contraste de fases y con inmunofluorescencia contra la GFAP y mostraron
celulas con proyecciones (NB-GS5; figuras A;,B,) y de apariencia epitelia! (DMEM; figuras A,,B;). La

barra de escala es de 40 pm.
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a) Morfologia de astrocitos en DMEM (medio con suero)

La morfologia de los astrocitos del CC en estas condiciones fue diversa (Figura 9). En el cultivo
fue posible identificar células poligonales y de tipo planc epiteloide, células con forma de estrella asi
como células alargada’s y fusiformes. La figura 9A muestra la morfologia de los astrocitos que
normalmente se utilizat;én para registro. Una célula alargada en forma de caliz que presenta dos
proyecciones, el soma midi6 55.2 + 3.9 pm de largo por 24.64 + 2.08 uym de ancho y las proyecciones
tienen una longitud de 35.3 + 5.56 pm y 63.2 = 8.31 pm (n=95). En el recuadro se observan células
unipolares con un soma que midié 14.17 + 2.35 ym de largo por 8.12 + 0.96 um de ancho {n=8), la
proyeccion midio 10.17 £ 1.48 um (n=8). Las figuras 9B y 9D muestran dos células con al menos 3
proyecciones que en algunos casos presentaron bifurcaciones. Los somas midieron 2652 + 4.12 um
de largo por 21.7 £ 2.70 pym de ancho (n=5). Las proyecciones se agruparon con base a su longitud y
se obtuvieron 4 mediciones: la mayor proyeccion midié 32.32 + 4.37 pym (n=5), la segunda 28.08 =
3.31 ym (n=5), la tercera 23.1 + 3.51 uym (n=5), la cuarta 15.7 £ 0.95 (n=3). La ﬁgura‘ 9C muestra una
morfologia celular plana y epiteloide en donde el nucleo es prominente y midié 20.16 + 1.26 pym de
largo por 13.53 = 1.82 um de ancho (n=6), mientras que el soma midié 97.99 % 10.69 pm de largo por
63.16 + 10.87 um de ancho (n=6). En este tipo celular se puede apreciar la red de microtibulos que
proporcionan a la célula su morfologia caracteristica. A diferencia del resto de los tipos celulares este

fue el Unico que no pudo ser registrado.

b) Morfologia de astrocitos en NB-G5 (medio sin suero)

En estas condiciones de cultivo se identificaron células con morfologia de estrella, caliz,
triangular y bipolar. La figura 10A muestra una célula en forma de céliz (similar a la identificada en
DMEM) con tres proyecciones. El soma midié 33.42 £ 3.16 um de largo por 21.14 £ 4.11 um de ancho
(n=5), mientras que la primera proyeccion midi5 18.66 = 1.89 pm (n=5), la segunda midi6 28.2 + 3.30
um y la tercera solo se observé en dos células y midio 30.3 y 53.3 pm. La figura 10B presenta celulas

con varias proyecciones: la primera proyeccion midié 91.15 £ 12.13 pm (n=6), la segunda midi6 57.21
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Figura 9. Diversidad de morfologias de los astrocitos GFAP ( +) cultivados en DMEM (C3-
C7). Las micrografias fueron tomadas utilizando el microscopio de fluorescencia con el

aumento de 40 x . La barra de calibracién utilizada equivale a 20 ym.
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Figura 10. Diversidad de morfologias de los astrocitos GFAP ( +) cultivados en NB-G5
(C3-C7). Las micrografias fueron tomadas utilizando el microscopio de fluorescencia con

el aumento de 40 x . La barra de calibracién utilizada equivale a 20 pm.
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+ 9.6 um (n=6), la tercera midié 46.24 + 5.68 pm (n=6), la cuarta midid 39.66 + 512 pm (n=6), la
quinta midi6 32.05 = 4.74 ym (n=6). El soma de estas células midi6 28 + 5.21 ym de large por 20.46
+ 2.95 um (n=5). La figura 10C presenta una célula con un soma triangular que midié 23.68 + 3.89 de
altura por 17.62 = 2.69 ’pm en la base (n=5). La primera proyeccion midic 52.06 + 8.72 ym (n=9), la
segunda 42.38 + 9.23 im (n=5) y la tercera 24.15 + 3.12 ym (n=3). La figura 10D muestra una célula
con con una proyeccion de notable Iohgitud que midié 172.48 + 38.45 ym (n=6), mientras que las
otras proyecciones (al menos dos)' se ubicaron en la parte opuesta del soma y midieron 4418 £ 9.28 y
27.25 £ 5.33 pm (n=6). E! soma midi6¢ 27.11 £ 4.74 ym de largo por 19.93 + 3.38 pm (n=6). La figura
10E muestra una célula con morfologia bipolar, el soma es de tipo elipsoide y midié 22.72 + 2.41 pm

de largo por 11.54 1 0.82 pym (n=5}, las proyecciones midieron 113.81 + 18.97 ym y 77.35+10.43 pm

(n=6},
iI. Corrientes de K" activadas por voltaje en astrocitos del CC de Ja rata

Corrientes iénicas de astrocitos cultivados en NB-G5 y DMEM

Con los astrocitos disponibles para el registro, se exploré si la expresion de corrientes activadas
por voltaje se modificaba por la composicion del medio de cultivo (DMEM y NB-G5) en células con
morfologia similar. En ambas condiciones, todas las células expresan corrientes con rectificacion
saliente (n = 30 para DMEM y n = 42 para NB-G5). Sin embargo, nosotros clasificamos estas células
en dos grupos: uno sin decaimiento de la corriente saliente (87% para DMEM y 83% para NB-G5,;
figuras 11A, y 11B,), y ofro en donde la corriente presenté un ligero decaimiento (13% para DMEM y
17% para NB-G5; figuras 11A; y 11B,).

La amplitud de la corriente fue graficada en funcién del potencial de membrana para obtener las
relaciones corriente-voltaje (I-V), en las cuales se muestra que a potenciales mas positivos que -40

mV estas relaciones son lineales. Por otra parte, las curvas -V que se obtuvieron con el protocolo de
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rampas de voltaje se comportarcn de manera similar a aquellas obtenidas con puisos de voltaje
(Figura 11).

La amplitud promedio de la corriente a 40 mV fue de 1.21 £ 0.1 nA y 1.51 £ 0.16 nA para as
células cultivadas en r'ﬂ’edio DMEM y NB-G5 respectivamente. En algunas células se detecté una
corriente entrante tranl's'it'oria que se activaba a potenciales mayores a 40 mV (15% para DMEM y
29% para NB-G5) con amplitud promedio, a los 3-4 ms, de -131 + 31 pA y -175 = 42 pA
respectivamente, parametros similares a aquellos descritos para corrientes de Na® activadas por
voltaje en cultivos de oligodendrocitos de la médula espinal de rata (Sontheimer ef a/,, 1989), estas
corrientes no las caracterizamos.

Ocasionalmente, se presentaron corrientes entrantes activadas a potenciales hiperpolarizantes
(cultivos de 3-8 dias), pero fueron mas frecuentes después de dos semanas de cultivo (dato no
mostrado). Debido a que la exposicion de los astrocitos a DMEM o NB-G5 producia patrones de
coriente similares, nuestro estudio se enfocd sobre los astrocitos cuitivados en NB-G5-dado que la

composicion de! medio esta quimicamente definida al ser libre de suero.

Potencial de inversién de la comriente iénica

Para determinar la naturaleza iénica de la corriente activada por voltaje en los astrocitos del CC
de la rata, e! potencial de inversiéon se determind midiendo la amplitud de las corrientes al corte de
pulso (la cola de corriente o corrientes de desactivacion) (Hille, 1984; ver métodos) que consiste en
despolarizar la membrana con un prepulso de 0 mV y repolarizarta gradualmente como se muestra en
los trazos, en donde se observa corrientes de tipo saliente a potenciales despolarizantes, mientras
que a potenciales hiperpolarizantes se encontraron corrientes entrantes que presentaron rectificacion
a valores mas negativos a —90 mV, lo que sugiere la presencia de una corriente Kir {Figura 12,

inserto).
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Figura 11. Corrientes ionicas activadas por voltaje en astrocitos. Se distinguieron dos poblaciones
celulares en NB-G5 (A;, A;) y DMEM (B,, By): a) células que no presentan inactivacion y b) células
que presentan una ligera inactivacion. En todas las relaciones -V (e) se cbserva una rectificacion
saliente. En algunas células se detectaron corrientes entrantes a potenciales hiperpolarizantes (B1) y
corrientes entrantes transitorias a potenciales despolarizantes (B;). La barra horizontal corresponde a

200 ms y la barra vertical a 0.5, (A4), 0.25 (Az) y 1 nA (By, By).
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Figura 12. Potencial de inversion de la corriente idnica activada por voltaje. Se utilizé un protocolo de
de cola de corriente. Inserto: trazos obtenidos en una célula representativa. La amplitud de las
corrientes corresponde a 2 ms después del pulso de repolarizacion y esta sefalado con la flecha,
estos valores se graficaron para construir una relacién I-V (s). El potencial de inversién (E;,) fue de -

66 £ 0.57 mV (n=3).
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Estudio farmacolégico de /a corriente de K

La principal corriente en astrocitos es de K*. A pulsos de voltaje despolarizantes, la corriente
dominante en varias preparaciones es la Kpz (Sontheimer, 1994; Bordey y Sontheimer, 2000;
Verkhratsky y Steinhauser, 2000). Sin embargo, en una pequefia fraccion de astrocitos del CC de la
rata, la corriente saliente presentd un ligero decaimiento, lo que podria deberse, ademas de la
contribucion de la corriente K;R, a la corriente K,. Debido a que la corriente K, s6lo puede ser activada
por despolarizacion, despues de remover ia inactivacion aplicando un pre-pulso hiperpolarizante
{Connor y Stevens, 1971), se explord la presencia de la corriente K, en astrocitos (ver métodos).

La fraccidon de astrocitos que presentd corrientes salientes con decaimiento se incremantd
considerablemente, comparada con la que se obtuvo sin el prepulso hiperpolarizante (de 15 a 81%; n
= 48), lo que sugeria la presencia de la corriente K, y en consecuencia su coexistencia con la
corriente Kpg. La amplitud promedio de esta corriente fue de 4.6 + 0.8 nA a 80 mV.

Las corrientes Kqr ¥ Ka fueron aisladas famacoldgicamente usando 20 mM TEA (un bloqueador
de la corriente Kpg) y 10 mM 4-AP (un blogueador de la corriente K, (Bordey y Sontheimer, 1999;
Connor y Stevens, 1971; Hille, 1967; Korngreen y Sakmann, 2000; Martina ef al., 1998; Nakajima,
1966; Thompson, 1977)). Ambos bloqueadores fueron afiadides, por separado, al bafio de perfusién
durante un minuto. El TEA bloque6 el componente sostenido que correspondié al 65% de la cormriente
total a 80 mV, sin afectar el componente transitorio (Figura 13A,, trazos superiores y medios).

La corriente sensible a TEA se hizo evidente al restar punto a punto la corriente insensible a TEA
de la corriente total (Figura 13A,, trazos inferiores). Las relaciones |-V, tanto de las amplitudes de las
corrientes control como para aquellas en presencia de TEA mostraron una linearidad entre —40 y 80
mV (Figura 13A;). Por ofro lado, la aplicacién de 4-AP bloqued la corriente transitoria eficientemente
(Figura 13B,). El aislamiento de |a corriente sensible a 4-AP se cbtuvo también al restar punto a punto
la corriente insensible a 4-AP de la corriente control (Figura 13B,, trazos inferiores). Las relaciones |-V
para las amplitudes de las corrientes control y aquellas en presencia de 4-AP mostraron un

comportamiento lineal de —40 a 80 mV (Figura 13 B;). La inactivacién de la corriente se ajusté con
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una ecuacion exponencial, con constante de tiempo de 39.0 + 0.6 ms para la corriente transitoria
control y de 28.8 £ 0.5 ms para la sensible a 4-AP. Los valores obtenidos estan en el intervalo de 15-
50 ms, que es lo reportado para corrientes K, en neuronas (Connor y Stevens, 1971a), confirmando

que se trata de una corriente Ka.

——

Curva dosis-respuesta del bloqueo por 4-AP

Debido que a concentraciones altas de 4-AP (10 mM) la corriente de K* se bloqueé casi por
completo, se hizo la caracterizacion farmacolégica de este bloqueador para asi usar las
concentraciones 6ptimas que nos permitieran una inhibicion selectiva de las corrientes de K' gliales
(Bordey y Sontheimer, 1999), en particular de la Ks. Un pulse de voltaje de 80 mV, de 400 ms, se
aplicd después de un prepulso de —110 mV en 400 ms, en ausencia (control} y presencia de distintas
concentraciones de 4-AP que fueron de 5 x 10° a 1 x 102 M (Figura 14, inserto). La amplitud de la
corriente bloqueada fue normalizada con la amplitud de la corriente maxima que se obtuvo sin 4-AP, y
se grafico en funcion de la concentracion de 4-AP utilizada. La concentracion para bloquear el 50% de
la amplitud de la corriente (ICso) fue de 118 + 26 pM y el nimero de observaciones hechas para cada

concentracion de 4-AP empleada se ilustra entre paréntesis (Figura 14).

Sensibilidad a Ba** de la corriente de K*

El Ba* es un catién divalente que es bien conocido como bloqueador de las corrientes Koz y la
K (Armstrong y Taylor, 1980; Eaton y Browdick; Hagiwara ef al., 1978). Estudios previos en células
giiales de rebanadas del CC de raton mostraron que las corrientes salientes activadas con pulsos de
voltaje despolarizantes eran bloqueadas por 10 mM Ba** y que este bloqueo era ireversible (Berger
ef al., 1991). Con estos antecedentes, se evalud el efecto del Ba* sobre la corriente ionica activada
por voltaje en 20 astrocitos del CC de la rata, utilizando el protocolo de pulsos para activar una

corriente tipo A (ver métodos).
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Figura 13. Identificacién y bloqueo de las corrientes Kpr ¥ Ka por TEA y 4-AP. A, y B, corrientes
control de dos células (trazos superiores), la aplicacién extracelular de TEA no afecté el componente
transitorio, mientras que la 4-AP lo hizo por completo (trazos de enmedio), A, y B,. La comiente
sensible a TEA y 4-AP (trazos inferiores), A,, B, se obtuvo después de restar la fraccion blogqueada de
la corriente control. Las relaciones I-V para el control (s}, TEA (o) 0 4-AP (0) se construyeron con la

amplitud de la corriente para cada voltaje A;, B,.
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Figura 14. Relacién concentracién-respuesta del 4-AP. La aplicacion de distintas concentraciones de
4-AP (5, 50, 500, 1000, 10000 uM) en una misma célula resufté en el bloqueo gradual de la corriente
(inserto) que se obtuvo tras aplicar un pulso de voltaje a 80 mV. Los simbolos (s) corresponden a la
amplitud promedio registrada a cada concentracion de 4-AP. Los valores fueron normalizados con
respecto a la amplitud maxima sin la aplicacién de 4-AP. El numero de cbservaciones con cada
concentracién esta indicada entre paréntesis. La linea es un ajuste de la ecuacion de Hill: l/imax =

ICs/1Cs0 + [4-AP). La ICsp fue de 118 + 26 pM. Los datos son el promedio + el eror estandar.
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Las corrientes de K control de todos los astrocitos registrades fueron muy parecidas, con un

ligero decaimiento y una relacién linea! de —40 a 80 mV. Esto ultimo fue confirmado al aplicar un

analisis de regresion lineal, el coeficiente de relacién (1) fue de 0.99. Sin embargo, la aplicacion de 2
mM Ba® al bafo de perfusion resultd en un blogueo diferencial de las corrientes de K' y dos

poblaciones fueron sorpresivamente identificadas (Figura 15 A,.B;, insertos).

La primera poblacion (55% de las células) con una amplitud promedio control de 4.95 £ 0.67 nA,

a 80 mV, que cuando el Ba®* su amplitud se redujo a 2.37 & 0.44 nA. Mientras que la segunda

poblacion (45% de las células) tuvo una amplitud promedio de 6.60 + 0.65 nA a 80 mV para el control,

y el Ba?' la redujo a 5.04 £ 0.7 nA. A pesar de las pequefias diferencias en amplitud, 1a forma de los

trazos en resencia de Ba®* identifico una oblacidén con un decaimiento marcado que evidencio un
q

componente transitorio (Figura 15A, trazos inferiores). Por otra parte, la segunda poblacion no

presento decaimiento y se identifico una corriente sostenida (Figura 158, trazos inferiores).

Al graficar tanto la corriente maxima como en el estado estacionario en funcion del voltaje, se

| 57% y del 63% en Ia corriente a 80 mV y un patrén no lineal para la

encontrdé una reduccién de

primera poblacién (Figura 15A,). Mientras que €n la segunda poblacién la curva I-V de la corriente

insensible a Ba®* es similar al control, aunque con una ligera disminucién en la pendiente, que sé

traduce en un 24% de reduccion de la corriente méaxima y de 27% en el estado estacionario a 80 mV.

de estas dos poblaciones y tratar de aislar el componente

Para continuar con la caracterizacion

con decaimiento, se adiciond 100 uM 4-AP en presencia de Ba®' y se registré una reduccién adicional

de la amplitud en ambas poblaciones (Figura 15A;, B, trazos superiores). Con estos experimentos

fue posible aislar las commientes sensibles a Ba®' y a 4-AP, despues de una resta punto a punto: a) la

corriente sensible a Ba?' es igual a la corriente control menos la corriente insensible a 2 mM Ba** y b)

ia corriente sensible a 4-AP esigual ala corriente control menos |a corriente insensible a 2 mM Ba®

mas 100 M 4-AP (Figura 15A,, B,; trazos medios € inferiores). En las relaciones I-V se obtuvo un
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Figura 15. Dos poblaciones celulares con base al bloqueo por Ba* y 4-AP. Insertos: corrientes
sensibles a Ba** y a 4-AP (A,.A; y B,,B.). Las relaciones I-V se construyeron con la amplitud de la
corriente normalizada al inicio (e, A} y 5 ms antes de finalizar el trazo (o, A), para los trazos control y
en presencia de Ba> (A,, B,). Las relaciones |-V para Ba® mas 4-AP (¥), corrrientes sensibles a Ba?*

(m) y a 4-AP (o) se construyeron con la amplitud de la corriente normalizada al inicio.
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patron lineal para las corrientes insensibles a Ba®* mas 4-AP, pero al graficar las corrientes sensibles
a cada uno de estos bloqueadores se cbtuvo una relacién no lineal para la primera poblacion (Figura
15A,), mientras que para la segunda poblacién el patrén lineal se mantuve similar al controf (Figura

15B;).

Activacién de la commiente de K* insensible a Ba**

El anaiisis con regresién lineal permitié establecer la linearidad de la relacion 1-V para los
controles de las poblaciones con mayor y menor sensibilidad al bloqueo con Ba®*. Asimismo, en la
poblzacién con menor sensiblidad al blogueoc con Ba®, la relacién |-V en presencia de Ba® también se
mantuvo lineal (segunda poblacién, Figura 16B), no asl para la de la poblacion mas sensible af
blogueo del Ba®* (primera poblacion, Figura 16A). Por esta razén se utilizé un analisis adicional en el
que se compard la cinética de activacion entre ambas poblaciones.

Asi pues, para cada poblacién se obtuvieron las curvas de activacién de los controles y las
corrientes de K* en presencia de Ba®*. Para ello, !a amplitud de la comiente observada a cada
potencial se utilizé6 para calcular la conductancia correspondiente (ver métodos). Las conductancias
fueron normalizadas con la amplitud de la conductancia control de cada poblacién, a B0 mV, y
graficadas en funcién del voltaje. Los datos se ajustaron con la ecuacion de Boltzmann y se obtuvo el
voltaje al cual se obtiene el 50% de la conductancia (Vi) y el factor de la pendiente (k) determinado
por el voltaje al cual se observa la conductancia. Para el contrel de la pobiacién con mayor
sensibilidad a Ba®* los valores fueron Vi, = -13.77 + 1.57 mV y k= 18.34 £ 1.53 mV, y para la
poblacién con menor sensibilidad al bloqueo con Ba® fueron V,, = =11.20 £ 2.11 mV; k = 1694 £
155 mV. Estos valores mostraron nuevamente que no existian diferencias significativas entre los
controles de las dos pobtaciones. Sin embargo, en presencia de Ba® la V., se incrementd mientras
que la k disminuyd (V. = -21.78 £ 348 mV y k = 7.99 + 1.03) para la poblacion con mayer
sensibilidad al bloqueo con Ba*, mientras que para la poblacién con menor sensibilidad al bloqueo

con Ba** no hubo cambios significativos (Vy2 =-9.44 £ 250 mVy k = 16.41 + 2.19) (Figura 16A, B).
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Figura 16. Curvas de activacion de la coriente de K para las dos poblaciones identificadas con Ba®".
Las curvas de activacién de la corriente de K para los controles de ambas poblaciones (#) mostraron
una Vi y una k similares (Vi = -13.77 £ 1.57 mV y-11.20 £ 2.11 mV; k = 18.34% 1.53y 16.94 +
1.55). Sin embargo, en presencia de Ba®* se obtuvieron distintos pardmetros para la poblacién con
mayor sensibilidad a Ba® (o) (Vyz = -21.78 £ 3.48 mV y k = 7.99 + 1.03), mientras qﬁe para la

poblacién con menor sensibilidad a Ba® (A) no se encontraron cambios significativos (Vi = -9.44

2.50 mVy k = 16.41 £ 2.19).
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1ll. Respuestas a 5-HT en astrocitos del CC de /3 rata.

La respuesta de los astrocitos a la aplicacion extracelular de distintas concentraciones de 5-HT
(300, 600 y 1000 pM), fue evaluada utilizando la técnica de fijacion de voltaje en la configuracién de
la célula completa. El 4('):’/0 de los astrocitos registrados (n = 111) respondieron a 5-HT desde 20 uM
hasta 1 mM. E! 34% respondié con una corriente entrante de 40 a 320 pA y una pequefia poblacién
(6%) presentd corrientes salientes en una amplitud similar. En el caso de las corrientes entrantes
dominaron aquellas con amplitudes pequefias, de 40-50 pA (Figura 17A), aunque ocasionalmente se
observaron respuestas de ~300 pA (Figura 17B). Asimismo en las células con respuestas salientes
las amplitudes variaban de 40-300 pA (Figura 17C). Todas las respuestas se obtuviercn 5-10 s
después de la aplicacion de 5-HT y no presentaron decaimiento. En cuanto el transmisor era retirado
la corriente comenzaba a disminuir y después de 5-10 s regresaba a la basal (Figura 17). En alguncs
casos las respuestas presentaban oscilaciones (Figura 17By 17C).

La corriente inducida por 5-HT también se observ6 en presencia de fluoxetina y al sustituir el
Na" extracelular por cloruro de colina (datos no mostrados). Estas caracteristicas sugieren que la 5-

HT podria activar receptores de tipo metabotrépico.

Potencial de inversion

a) Vaniacién del potencial de mantenimiento. Una primera aproximacion a la naturaleza idnica
de la corriente inducida por 5-HT se consigui6 al aplicar 600 pM 5-HT. Al graficar la amplitud de la
corriente en funcion de los distintos potenciales de mantenimiento (de —60 a 60 mV, con incrementos
de 20 mV) se obtuvo una corriente entrante entre -60 y 0 mV, misma que invierte en ~3 mV, valor
cercano al potencial de equilibrio del CI, calculado con la ecuacién de Nemst considerando la
composicion idnica de las soluciones utilizadas (E¢ = -5 mV). Lo anterior sugiere que la corriente

activada por 5-HT podria ser de CI' (Figura 18A).
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Figura 17. Respuestas representativas de los astrocitos del CC a la aplicacién extracelular de 5-HT.
Solo el 40 % de las células registradas (n = 111) respondi6 a 5-HT y las respuestas predominantes
fueron corrientes entrantes (34%; A y B), el resto presentd comientes salientes (6%; C). La linea

continua indica el inicio, duracién y termino de la aplicacién de 0.3-1 mM 5-HT.
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b) Respuestas inducidas por 5-HT en presencia de TEA

Como se observd anteriormente la aplicacion de pulsos de voltaje despolarizantes generd
corrientes salientes de K* y con base al Ek, cualquier cormiente saliente cbtenida a un voltaje mayor
que —-83 mV podria correspdﬁder a K'. Asi pues, a potenciales de mantenimiento positivos la
respuesta inducida con 5-HT 'bodria ser debido a una corriente de K*, o bien a la suma de una
corriente de K* y una corriente de CI (de acuerdo al E¢, a potenciales mayores a -5 mV, las
comrientes salientes observadas podrian corresponder también a este anién). Para descartar entre
estas posibilidades se realizaron experimentos similares a los arriba descritos, en ellos se sustituyd
20 mM de NaCl por 20 mM de TEA en la solucién extracelular. Asi, se obtuvo una evidencia
adicional de que esta corriente podria corresponder a CI', toda vez que el potencial de inversion fue
similar al encontrado sin TEA (2 mV; Figura 18B), ademas la corriente observada no fue blogueada
con 20 mM TEA.

La participacién de iones como el Na* o el Ca*" se descart6 pues la corriente entrante inducida
en presencia de 5-HT se observé incluso al utilizar una solucién extracelular en donde el NaCl fue
sustituido por cloruro de colina y el Ca® por 1mM de CdCl, (datos no mostrados).

¢) Aplicacion de rampas de voltaje.

Como se mostré anteriormente, al despolarizar 1la membrana de los astrocitoé con pulsos o
rampas de voltaje se activa una corriente saliente de K'. Al evaluar el efecto de la 5-HT sobre la
corriente activada por rampas de voltaje, aplicadas antes (control), durante y después (recuperacién)
de 1a aplicacion de 600 uM 5-HT (Figura 19A, inserto), ésta redujo la corriente en un 30% a40mV(n
= 42). Asimismo, se evidenci6 que la corriente en presencia de 5-HT cruza en un potencial cercano a
0 mV (~Eg). Otra forma de andlisis fue la substraccion de la cormiente generada por la rampa de
voltaje en presencia de 5-HT (que en teoria se debe a la corriente controf mas la corriente inducida
por 5-HT) menos la corriente generada por fa rampa control (Figura 19A). La resta corresponde a la

corriente inducida por 5-HT.
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Efacto del Ci ~ intracelular sobre el potencial de inversicn.
Si la corriente activada por 5-HT es de CI', al cambiar la concentracién intracelular de este anion
el potencial de inversion coresponderia al nuevo valor calculado con la ecuacién de Nernst (-5 mV
para 135 mM y —35 mV.,para 40 mM de CI extracelular; ver métodos). Nuevamente las rampas de
voltaje fueron aplicadas' antes, durante y después de la aplicacién de 5-HT (Figura 19B, inserto).
Para la solucién intracelular con 135 mM de CI el potencial de inversion experimental fue de 1.4 £
1.36 mV (n = 5) (Figura 19B), mientras que en las células en las cuales se utilizd la solucion
intracelular de 40 mM el potencial de inversién experimental fue de -37 £ 1 mV (n = 5) (Figura 19B).
De esta manera los valores experimentales son similares a los valores calculados, lo que apoyaria la
hipétesis de que la naturaleza idnica de la cormiente inducida con 5-HT corresponde al anion CI'.
Equilibrio de Donnan. Otra opcion podria ser que la corriente activada por 5-HT fuera el
resultado del movimiento de KCI. Para tomar en cuenta esta posibilidad se utilizé la regla del
equilibrio de Donnan y se considerd que el K* y el Cr fueran los Unicos iones permeables con el
potencial de mantenimiento empleado (-60 mV):
[K'lm=% = [Cl len + X
[K'lea=X [CI'Jm+x

en donde x se define como el KCI que sale del interior (int) al exterior (ext) de la célula.
Efectivamente, el K* tenderia a salir para poder movef el potencial de inversion de —83 mv al
valor experimental encontrado (-37 £ 1 mV). Al despejar x se encontré un valor de 14.3158 mM que
corresponde a la salida de KCl. El nuevo potencial de equilibrio calculado para ambos iones por
separado, utilizando la ecuacién de Nernst fue de 49 mV. Este valor es distinto al observado
experimentalmente, por lo que también sugiere que la corriente inducida con 5-HT correspende a CI.
NOTA: Los valores calculados se obtuvieron con las concentraciones de K' (5.4 mM) y CI
(165.4 mM) presentes en la solucion extracelular de registro y las concentraciones de K’ (150 mM) y

Cr (40 mM) presentes en la solucién intracelular en donde 95 mM de NaCl fue sustituido por 85 mM

de gluconato de Na® (ver métodos).
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Efecto dual de la cetanserina sobre la respuesta inducida con 5-HT.

a) Inhbicion de la corriente inducida con 5-HT por la aplicacién de cetanserina. Los astrocitos
del CC de la rata adulta expresan el receptor 5-HT,. (Xu y Pandey, 2000), por lo tanto la corriente
inducida por 5-HT podfi,a ser mediada por la activacion de estos receptores. Con objeto de explorar
esta posibilidad se estudio el efecto de la cetanserina (antagonista de los receptores 5-HT,) sobre la
corriente inducida con 5-HT. De esta manera, se aplico extracelularmente 600 UM de 5-HT.
activandose una corriente entrante.

Después de lavar fa 5-HT durante al menos 1 min, se aplicé 1 PM de cetanserina. La
cetanserina al ser co-aplicada con la 5-HT redujo en un 86% + 4% (n = 3) la corriente entrante.
Después de lavar ~2 min, ia corriente inducida con 5-HT se recupero (Figura 20, inserto). También,
se aplicaron rampas de voltaje durante la aplicacion de cetanserina ylo 5-HT (Figura 20, inserto). Las
corrientes generadas por la aplicacién de las rampas en las condiciones previamente descritas

fueron graficadas en funcién del voltaje. Nétese cémo la corriente activada por la rampa de voltaje

tiene un potencial cercano al Ec, (Figura 20, flecha).
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Figura 18. A, Cormiente de membrana inducida con 600 uM 5-HT (e) a los potenciales de
mantenimiento mostrados junto a cada registro. La célula se mantuvo a cada potencial durante 1 min
antes de la aplicacién de 5-HT, y el lavado fue de al menos 1 min. La amplitud de la corriente activada
por 5-HT se graficé en funciéon del potencial de mantenimiento. Cada punto corresponde al valor
promedio + E.E. para n = 3 células. B, Efecto de 20 mM TEA scbre las corrientes activadas por 5-HT
(o) a distintos potenciales de mantenimiento. El experimento fue de una sola célula. El potencial de

inversion de la comriente activada con 5-HT fue de 3 mV y al aplicar TEA mas 5-HT fue de 2 mV.
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Figura 19. Relaciones |-V de la repuesta inducida por 5-HT. Inserto: corriente inducida con 600
UM 5-HT ( — ). Las rampas de voltaje (de —100 a 50 mV en 1s) se aplicaron antes, durante y
después de la perfusién de 5-HT. Las relaciones |-V se obtuvieron con dos concentraciones de CI
intracelular, 138 y 35 mM. En el primer caso el potencial de inversiéon fue de 1.4 £ 1.36 mV (A);
mientras que en el segundo caso fue de -37 + 1 mV (B). Estcs valores fueron aproximados a lo
esperado para e! E¢y, de acuerdo con la ecuacion de Nemnst. Los dates son representativos cinco

células.
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Sin embargo, en presencia de cetanserina la corriente activada por la rampa de voltaje no
modifica ef potencial de inversion, el cual es similar a la corriente activada por la rampa control y la
del lavado, muy préximo’al potencial de mantenimiento previo a la rampa de voltaje (-60 mV).

Estos datos sugieren que la corriente inducida por 5-HT es mediada por los receptores 5-HT,.
Mas aln, el bloqueo deﬁl‘a corriente de K, que se obtiene en presencia de 5-HT es similar al que se
obtiene en presencia de cetanserina, lo que sugeriria también ia participacién de los receptores 5-
HT, en dicho efecto.

b) Potenciacion de ias respuestas inducidas con 5-HT por cetanserina. En algunos casos las
respuestas inducidas con 5-HT (-122 + 44 pA, n = 6) fueron potenciadas por cetanserina (-283 + 65

pA), en un promedio de 131% (Figura 21). E! intervalo de esta potenciacion fue entre 35 y 434%.

Esta potenciacion se detecto incluso con 1 uM de cetanserina y fue de 57%.

Efecto de‘ la 5-HT sobre la comente Kpg.
La corriente dominante en ios cultivos de astrocitos del CC de la rata es la Kpr, como se mostré
anteriormente. Por ello, se utilizé un protocolo que solo favoreciera la activacion de ésta corriente
(ver métodos) aplicado antes (control), durante y al menos 1 min después de la aplicacién de 5- HT.
Los trazos muestran que con 1 mM de 5-HT se redujo la corriente control activada por pulsos de
voltaje en 48% £ 3%, n = 3 (Figura 22, inserto). Este valor fue similar al porcentaje de bloqueo por 5-
HT observado con las corrientes activadas por las rampas de voltaje. Este valor fue similar al
porcentaje de bloqueo por 5-HT observado con las corrientes activadas por las rampas de voltaje
(n=42; ver pag 62), lo que confirma que el bloqueo observado en las rampas efectivamente
corresponde al bloqueo de la Kpg (inserto, Figura 22)..Las amplitudes de las corrientes obtenidas

fueron graficadas en funcion de los distintos pulsos de voltaje para asi construir una relacion 1-V

(Figura 22).



Figura 20. Inhibicién de la corriente activada con 5-HT por cetanserina. Inserto: corriente inducida con

600 pM S5-HT ( — ), preincubacién con 1 uM cetanserina ( — ) y recuperacion de la respuesta.
Relaciones |-V control (—), en presencia de 5-HT {—), de cetanserina (—), de 5-HT mas cetanserina

(—) y la recuperacion de la respuesta control (—). La flecha (1) indica el potencial de inversién que fue

de -5 mV.
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Figura 21. Potenciacién de !a corriente activada con 5-HT por cetanserina. La corriente fue inducida

con 1 mM de GABA (—), 300 uM 5-HT (—) y 300 pM 5-HT mas 10 MM cetanserina (—). La respuesta

con 5-HT se potencié en 248% + 72% (n=6).
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Figura 22. Efecto de la 5-HT sobre la Kpg. Inserto: corrientes obtenidas con pulsos de voltaje (de —120
a 40 mV) antes, durante y después de la aplicacién de 5-HT. La 5-HT bloqueé la corriente Kpg en

~50% a 40 mV. La relacion J-V muestra la corriente maxima a los distintos voltajes, para el control (e)

y con 1 mM 5-HT (o).
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Efecto de la quipacina y la a-metil 5-HT sobre la cornente Kpr.

La quipacina y la a-metil 5-HT, agonistas de los receptores 5-HT,, se emplearon siguiendo el
mismo razonamiento que se uso para utilizar la cetanserina. Los pulsos de voltaje se aplicaron de
manera similar a lo desc—:;ito previamente para la 5-HT. La amplitud de la comiente control activada
por los pulsos de vortaj’é y aquella en presencia de 10 uM gquipacina o 10 M a-metil 5-HT se

graficaron en funcién del voltaje. Ambos agonistas redujeron la amplitud de la corriente control, la

quipacina en 42% y la a-metil 5-HT en 27% (Figura 23 A, B).
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Figura 23. Efecto de algunos agonistas del 5-HT,. Las relaciones |-V muestran Ia corriente méaxima a
los distintos voltajes para 10 pM de quipacina (o) y 'de a-metil-SHT (A). Las comientes fueron
normalizadas utilizando la corriente maxima a 40 mV. En (A) se presenta el promedio + E.E. de 3

experimentos independientes, en (B) solo se ilustra un dato representativo.
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IV. Acumulacion de 5-HT (H°) en el CC de /a rata

Los astrocitos en cultivo pueden expresar receptores que normalmente no se expresarian in
situ, de tal forma que las respuestas inducidas por 5-HT en los astrocitos in vitro no necesariamente
apoyarian la idea de la‘existencia de fa transmision serotoninérgica en el CC de la rata. Una manera
de evaluar si existe la transmision serotoninérgica en el CC es estudiar elementos adicionales como
el transporte y la liberacién de esta monoamina in situ, para lo cual se utilizaron rebanadas del CC.

En la primera serie de experimentos se utilizé 2 pM de 5-HT como una posible concentracion
saturable, dado que SERT tiene una K, de 200 a 600 nM (Dave y Kimelberg, 1994; Bel et a/, 1997;
Bunin y Wightman, 1898), las rebanadas del CC fueron incubadas a distintos tiempos y se encontrd
que la acumulacion especifica de 5-HT se incrementd a medida que el tiempo de incubacién se
aumentaba, hasta alcanzar su maximo a los 10 min, a partir de este tiempo la acumulacicn
permanecio constante a los 20 y 40 min (Figura 24). Estos resultados sugerian la presencia de un
sistema de transporte para 5-HT, por lo cual procedimos a su caracterizacion.

Con base en los resultados previos, incubamos las rebanadas de CC con [*H]-5-HT/5-HT por 10
min y buscamos los pardmetros cinéticos: la constante de afinidad o de K, y de Vna de la
acumulacion de 5-HT en el CC de la rata. Para ello se utilizaron distintas concentraciones de 5-HT
(con una mezcla de 40 nM de [*H]-5-HT y el resto de 5-HT no radioactiva), que fueron de 25 a 1000
nM. La acumulacién de 5-HT resultd ser un proceso saturable que dependia de ia concentracion. Los
datos fueron ajustados con la ecuacion de Michaelis-Menten y se obtuvo una K., de 420 + 84 nM, asi
como una Vg, de 9.54 + 0.78 pmol/mg prot/min (Figura 25).

De esta manera, los siguientes experimentos se realizaron incubando la rebanada por 10 min y
utilizando una concentracién de 5-HT cercana a la K., calculada. Simultdneamente se explord si la
acumulacién de 5-HT era un proceso dependiente de Na”, para ello se sustituyo el NaCl de! Ringer

por cloruro de colina. Bajo estas condiciones la acumulacion se redujo ~80%, de 3.53 + 0.66 pmol/mg
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Figura 24, Acumulacion de 5-HT en el CC. La acumulacién de [*H]-5-HT en rebanadas del CC de la

rata se graficd en funcién del tiempo de incubacién con 2 pM 5-HT. Cada punto es el promedio + E.E.

de tres experimentos independientes.
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Figura 25. Dependencia de la velocidad de acumulacién de [*H]-5-HT con la concentracién de 5-HT.
Inserto: dependencia de Na‘ de la acumulacién de 5-HT en rebanadas del CC de la rata. La
acumulacion de 500 nM de 5-HT se midié en presencia de Na* (control) y sin Na', sustituido por
colina. En ambas graficas, el eje de las ordenadas tiene las mismas unidades. Los datos sbn el

promedio t E.E. de tres experimentos independientes. ***P< 0.005, prueba de Students.
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prot/min a 0.77 + 0.06 pmol/mg prot/min (Figura 25, inserto). En conjunto estos resultados indican que

el CC posee un sistema de transporte para 5-HT que es de alta afinidad y depende de Na’.

Efecto del pH

Debido a que el pH desempefa un papel importante en cualquier proceso fisiologico, incluyendo
el funcionamiento de los transportadores a distintos neurotransmisores (Cao et al, 1997), era de
nuestro interés saber si este sistema de transporte era afectado por cambios en el pH. La
acumulacién de 5-HT fue inhibida a pH &cido. Al comparar la acumﬁlacién de 5-HT a pH 5 versus la
acumulacion a pH 7 se observo que ésta disminuyé en 60%, mientras que con los ctros pH probados
no hubo diferencias significativas (Figura 26). Estos resultados fueron similares a los reportados

previamente para el SERT de rata expresado en ovocitos (Cao et al., 1998).

Efecto de algunos inhibidores de la recaptura de monoaminas sobre la acumulacién de 5-HT

Continuando con la caracterizacién del sistema de transporte, se determind la accién de
algunos inhibidores que afectan la acumulacién de 5-HT en otros modelos ya caracterizados (Hirst et
al., 1998b; Inazu et al,, 2001). Asi, la fluoxetina {Prozac), inhibidor selectivo de la recaptura de 5-HT,
redujo 1a acumulacion de [°H]-5-HT a medida que se incrementaba su concentracion, el porcentaje de
inhibicion se graficé con relacion a la concentracion de fluoxetina.

Los datos fueron ajustados con la ecuacion de Hill determinando la concentracién que inhibe el
50% de la acumulacién total (ICso) y ésta fue de 100 nM, con ta ecuacién de Cheng-Prussof se calculd
la K; que fue de 44.7 £ 10 nM (Figura 27A). Sorpresivamente, la fluoxetina no inhibi6 en su totalidad la
acumulacién de 5-HT, incluso a la concentracién més elevada (10 uM). La inhibicién fue solamente de
43% del total de la acumulacién dependiente de Na*. El efecto de otros inhibidores fue similar, la
zimelidina (un bloqueador del transportador de 5-HT y antidepresivo); la imipramina (antidepresivo

que inhibe el transportador'de NE y en menor grado el de 5-HT); la clomipramina (antidepresivo que
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Figura 26. Efecto del pH en la acumulacién de [°H]-5-HT. Las rebanadas del CC de la rata fueron
incubadas 10 min en presencia de 500 nM [*H]-5-HT:5-HT (1:12.5) a diferentes pH. Cada punto es el

promedio t E.E. de cuatro experimentos independientes.
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Figura 27. A: Inhibicién de la acumulacién de [*H]-5-HT a distintas concentracioes de fluoxetina. La

. linea es el ajuste de los datos con la ecuacién de Hill. Cada punto es el promedio + E.E. de tres

experimentos independientes. B: Inhibicidn de la acumulacién [’H]-5-HT por distintos inhibidores de la
recaptura de monoaminas. La acumulacién de 5-HT se midi6 en presencia de 10 MM de cada inhibidor
(zimel, zimelidina; imip, imipramina; clomip, clomipramina; fluox, fluoxetina). Los datos representan el
promedio + E.E. de tres experimentos independientes. Los efectos significativos se observaron para

fluoxetina e imipramina. *** P < 0.05. Prueba de Dunnett.
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bloquea el transportador de 5-HT y en menor grado el de NE). la fluoxetina fue nuevamente utilizada
para comparar su efecto con el de otros inhibidores de la recaptura de 5-HT. Todos estos inhibidores

fueron usados a una concentracion de 10 pM y disminuyeron el transporte de 32 a 39% (Figura 278).

Acumulacion de 5-HT en ia sustancia blanca.

Para nosotros era importante evaluar si otra estructura con una composicién celular similar a la
de! CC poseia un sistema de transporte para 5-HT. De esta manera, €l nervio éptico fue seleccionado
para realizar experimentos de acumulacion de 5-HT en paralelo con el CC y el hipatalamo (este dltimo
es un tejido que recibe proyecciones serotoninérgicas del an’lcTeo del Rafé y en principio podria
presentar una acumulacién notable de este transmisor), cuya composicion celular difiere de las
estructuras de la sustancia blanca. La tabla |l muestra los valores de acumulacion de 3 regiones
distintas del SNC: hipotafamo, nervio dptico, estructura de composicién celular similar a ladel CC; y el
CC. De esta forma el hipotalamo aparece como la estructura que presenté mayor acumulacién de 5-

HT, el CC acumul6 el 40% de lo que acumulé el hipotalamo; mientras que el nervio éptico acumulé ef

24%.

Efecto de la DA y la NE sobre la acumulacién de 5-HT insensible al bloqueo con fluoxetina.

Algunos estudios mencionan que, en presencia de algun inhibidor de la recaptura de 5-HT o
cuando el SERT no es funcional, la 5-HT puede ser acumulada en las neuronas de la rata por medio
de los transportadores de DA (DAT) o NE (NET){(Suarez-Roca y Cubeddu, 2002; Zhou et al., 2002).
Para explorar esta posibilidad, la acumulacion de 5-HT fue estudiada en el CC de la rata en presencia
de fluoxetina. Si la 5-HT es acumulada por DAT o NET, uno esperaria una reduccién en la
acumulacion de 5-HT insensible al bloqueo con fluoxetina cuando esos transportadores son saturados
por altas concentraciones de DA y NE. Como se mostré anteriormente, la fluoxetina sola inhibié la
acumulacion de 5-HT 54%. Sorpresivamente, ninguna inhibicion adicional fue observada al afadir 10

1M DA mas 10 pM NE (48%, Figura 28). Estos resultados sugieren fuertemente que la acumulacion
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TABLA Il. Acumulacion de serotonina en e hipotalamo, CC y nervio dptico de la rata adulta.

Tejido Control {pmol/mg sin Na" (% ) 10 uM fluoxetina
Proteina/min) (%)
| Hipotalamo 7.15 £ 0.67 19 64
Cuerpo calloso 380+0.78 19 67
Nervio dptico 2.60 1 0.08 { 20 13

* Los datos son el promedio de 5 experimentos independientes + E.S. E! porcentaje de ta acumulacién

de 5-HT, sin Na" o en presencia de fluoxetina esta basado en sus controles respectivos (100 %).
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Figura 28. Efecto de las monoaminas sobre la acurnulacion de 5-HT insensible a fluoxetina. La
acumulacion se midié en el CC (control), en presencia de 10 pM fluoxetina, y en presencia de
fluoxetina + NE + DA (todos a 10 pM). Las barras muestran el promedio + E.E. de al menos cuatro

experimentos independientes. *** P < 0.01. Prueba de Dunnett.
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de 5-HT no es mediada ni por DAT ni NET e indican que, al menos en el CC, la acumulacion de 5-HT

es altamente especifica para 5-HT.
V. Acumulacion j/liberacién de 5-HT en el CC de la rata

1) Acumulacién de 5-HT en el desarrolfo. Dado que los cultivos fueron hechos con ratas
neonatas y registradas del tercero al octavo dia de cultivo, esto podria equivaler al estadio posnatal
P3-P8. Previamente se habia caracterizado la acumulacion de 5-HT en el adulto pero ,cémo es ésta
en el desarrollo?.

En vista de que las respuestas a 5-HT presentaron mayor frecuencia entre los dfas cinco y ocho
de cultivo, los experimentos de acumulacion y liberacién de 5-HT se realizaron con ratas adultas y
P6 (edad representativa det tiempo de registro de los astrocitos). La acumulacion de 5-HT fue mayor
en ratas P6 (4.9 + 0.5 pmol/mg proteina/min) que en adultas (2.88 + 0.2 pmol/mg proteina/min; n=5)
(Figura 29A). |

Estos datos sugieren una mayor actividad serotoninérgica del CC en etapas tempranas del
desarrollo, misma que se ve reducida en el CC adulto. Con base en este resultado, decidimos
explorar como era la acumulaciéon en distintas etapas del desarrollo (PO, P&, P12, P18, P30). Aunque
la grafica presenta una forma de campana con acumulacion maxima en P12, no se encontraron
diferencias significativas entre los cinco estadios estudiados (Figura 29B).

2) Liberacién de [’H]-5HT en el CC. Si el CC expresa receptores a 5-HT y tiene un sistema de
transporte dependiente de Na® para esta monoamina, quedaba por explorar si el CC liberaba este
transmisor. Para averiguarlo, las rebanadas del CC de la rata adufta y P6 fueron incubadas con [*H]-
5-HT por 10 min, y después de lavar el tejido en frio (1°C) por 14 min, se incubaron por 5 periodos de

2 min (un vial por cada incubacién) y se cuantificé la 5-HT liberada en cada periodo.
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Figura 29. Acumulacion de 5-HT durante el desarrollo postnatal. A, Comparacién de la acumulacion
de 5-HT entre el CC de adulto y P6. B, Acumulacién de 5-HT en distintos estadios del desarrollo
posnatal (P). PO, P6, P12, P18 y P30. Las barras muestran el promedio + E.E. de cinco

experimentos independientes. *** P< 0.01. Prueba de Students.
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{ os resultados mostraron que la liberacién basal de 5-HT no presento fluctuaciones significativas
los primeros 4 min por lo que a los 18 min (14 min de lavado mas 4 min de liberacion basal), las
rebanadas fueron incubadas por 2 min con RK modificado que contenia 70 mM KCI. EI CC de la rata
adulta liberé 5-HT al sef estimulado con alto K*, no asi el CC de ratas P8 (Figura 30A).

La siguiente pregunta fue saber si esta liberacion, en el adulto, era o no dependiente de ca”,
dade que la liberacion vesicular en fa transmisién sinaptica depende de este cation (Friedman y
Wang, 1988; Bagdy et af., 1995; Trueta et al., 2003). Para ello, los experimentos control consistieron
en la liberacién estimulada con alto K* y en paralelo se observo |a liberacion estimulada con alto K* en
un medio sin Ca®*, este catién fue sustituido por 1 mM de Cd** para eliminar la participacion de
cualquier canal de Ca®. La liberacion de 5-HT, estimulada con alto K* resulté ser un proceso
dependiente de Ca”, ya que al estimular con K* en un medio sin Ca**, no se incremento a liberacion
y el porcentaje liberado fue similar al obtenido con el preestimulo y el postestimulo (Figura 30B).

De esta manera, los estudios de liberacién de 5-HT estimulada por K* sugieren que la 5-HT solo
es liberada en el CC de Ia rata adulta y que esta liberacién es dependiente de Ca’ (Figura 30A,8).
Asimismo, los datos sugieren que aunque existe mayor acumulacién de 5-HT en PG, ésta noc es
liberada por el CC, o al menos no de una manera dependiente de Ca?*, lo que sugiere que la 5-HT
proviene de fuentes: externas'al CC. Por ofra parte, nuestros datos sugieren que en el adulto la 5-HT

podria ser liberada del CC, por un mecanismo dependiente de ca*".
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Figura 30. Liberacion de 5-HT en rebanadas del CC de la rata P6 y adulto. A, Liberacién estimulada
con alto K* (70 mM) en el adulto (®) y P6 (o). B, Liberacién de 5-HT estimulada con alto K* en
rebanadas del CC de la rata adulta, con (A) o sin Ca** (A). En ambos casos la flecha ( 4 ) indica la
incubacién con alto K*. Cada punto es el promedio + E.E de los valores obtenidos en 5 experimentos.

Se utilizo la prueba de Students para comparar el pre-estimulo con el estimulo (***P<.0.05).




H4 M 4 H & M

DISCUSION

I. Caracteristicas morfologicas de las células gliales in vitro e in vivo del CC de Ia rata

La principal razé:-'\’ para considerar a una célula nerviosa como astrocito es |a expresion de la
GFAP y los astrocitos en cultivo poseen un alto contenido de esta proteina (Walz, 2000). En nuestras
células cultivadas, en DMEM o en NB-G5, casi el 100% son inmunoreactivas a GFAP. Los astrocitos
poseen potencialmente la capacidad para reaccionar al ambiente proporcionado, sea el medio DMEM
o NB-G5, adaptando su morfologia con una redistribucion de las proteinas de citoesqueleto pero sin

una sintesis de novo o un catabolismo de sus respectivas proteinas (Safavi-Abassi et a/., 2001).

Il. Corrientes de K activadas por voltaje en astrocitos del CC de la rata

Nosotros estudiamos si los astrocitos con morfologia similar eran influenciados por la
composicién del medio de cultivo, en la expresién de las corrientes activadas por voltaje, encontrando
que los astrocitos cultivados en medios DMEM o NB-G5 expresan corientes muy similares en
amplitud y forma. De esta manera, los astrocitos cultivados en el medio NB-G5 fueron seleccionados

para estudiar las corrientes activadas por voltaje, y lo primero fue establecer la naturaleza i6nica de la

corriente con base al potencial de inversién.

Potencial de inversién de la corriente iénica

El potencial de inversion de ia corriente activada por voltaje fue de 66 + 0.57 mV, cercano al Exy
simifar a lo observado en glioblastos del CC del ratén (-60 mV; Berger et al,, 1991), precursores de
oligodendrocitos (-55.9 £ 1.2 mV; Chvatal et a/,, 1997) y oligodendrocitos maduros (-759 £ 3.8 mV;

Gibson y Bordey, 2002) de !a rata.
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Corrientes Kpr y Ka €1 astrocitos del CC de la rata

A la fecha los estudios en astrocitos del CC sobre corrientes activadas por voltaje son limitados,
un estudio previo reportd un patrén de corrientes pasivas en rebanadas de! CC del raton (Bernstein et
al., 1996). Agui se muestra ahora que los astrocitos del CC poseen corrientes de K* salientes
activadas por voltaje y que son sensibles a TEA, 4-AP y Ba*". Estos bloqueadores nos permitieron
identificar las corrientes Kor ¥ Ka. Resultados similares han sido reportados para astrocitos en cultivo
del cerebro del raton (Nowak ef al, 1987), astrocitos disociados e in situ del hipocampo (Zhou vy
Kimelberg, 2000), corteza cerebral y médula espinal (Bordey y Sontheimer, 2000) de la rata.
Asimismo, las corrientes no blogueadas por TEA observadas en nuestro estudio sugieren la
participacién de las subunidades Kv 4, pues se sabe que estas subunidades son insensibles al

bloqueo por TEA (Pak et al., 1994).

Sensibilidad a 4-AP

La sensibilidad a 4-AP se estudié en los astrocitos del CC de la rata y se obtuvo una IC5, = 118 +
26 pM, este valor es similar al reportado para celulas de astrocitoma C6 (200 uM; Wang et al., 1992).
La sensibilidad de los astrocitos al bloqueo con 4-AP podria ser una caracteristica especifica del tipo
celular, debido a que en las neuronas piramidales la ICs, es 4 mM (Martina et al., 1998; Korngreen y
Sakmmann, 2000), mientras que en las interneuronas del gire dentado de la rata Ia ICs; fue menor a
100 pM (Martina et al,, 1998). Las concentraciones micromolares de 4-AP se conoce que bloquean
selectivamente la subunidad Kv3 (Kirsch y Drewe, 1993; Grissmer et al., 1994). Entonces el bloqueo
del 50% del total de la corriente de K" con 100 uM de 4-AP sugiere la participacién de la subunidad
Kv3. |

Sensibilidad a Bario
El efecto del Ba®* fue evaluado sobre las corrientes salientes activadas por voltaje y

sorpresivamente su aplicacion permitid la separacion de dos poblaciones: una que presentd alta
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sensihilidad (~50% de blogueo) y otra con baja sensibilidad (~25% de blogueo). La reduccion de la
corriente que se observé en la relacion |-V para ambas poblaciones es similar a lo reportado para
astrocitos cultivados de la corteza cerebral de la rata (42%) en donde el bloquec parcial de los
canales de K' s& obtuvo con 1 mM Ba®*, lo que produjo una despolarizacion de 30 mV (Anderson et
al., 198%).

Asimismo, un caso similar al blogueo diferencial que se observé con Ba®", fue el reportado en
astrocitos recién aislados del hipocampo de la rata, en donde el TEA bloqueo el 71% de la corriente
de K, en la poblacién conocida como astrocitos con rectificacion saliente, mientras que en la otra
poblacién identificada (peblacion de astrocitos con rectificacion variable) solo bloqued el 25% (Zhou y
Kimelberg, 2000). Mas aun, recientemente se identificaron dos tipos de oligodendrocitos en el CC de
la rata con base en la presencia o ausencia de corrientes dependientes de voltaje y utilizando Ba®*
como estrategia farmacologica (Gibson y Bordey, 2002).

Ahora bien, los voltajes medios de activaciéon (V) de los controles de las dos poblaciones de
astrocitos del CC de [a rata son similares (-13.7 £ 1.5y -11.2 + 2.1 mV). Caso contrario se presentd
con los Vi» (-12 y 8 mV) de las dos poblaciones de astrocitos identificadas en el hipocampo de {a rata
(Zhou y Kimelberg, 2000). Los V,, podrian orientarnos en cuanto a las subunidades que participan en
las corrientes de K’, y nuestros valores son similares a los de las subunidades Kv1.4, Kv4.1, Kv4.2 y
Kv4.3 que van de —10 a —22 mV (Baldwin ef al.,, 1991; Schroter et al., 1991; Serodio et al,, 1994,
1996; Stuhmer et al., 1989).

Sin embargo, en presencia de Ba®*, el Vy, calculado para la poblacién con mayor sensibildad al
Ba® fue de -21.7 + 3.4 mV mientras que 'a de la poblacién con menor sensibilidad al Ba** no cambio
significativamente respecto a su control (-8.4 + 2.5 mV). Estos resultados sugieren que las
su_bunidades de los canales que participan en las corrientes de K* observadas, en los dos tipos de
astrocitos identificados, son diferentes y esto origina una sensibilidad distinta al bloqueo con Ba*.

Estos resultados afiaden informacién a los estudios hechos en astrocitos del CC de los roedores

in situ. Particularmente, estos datos muestran que los astrocitos del CC de la rata expresan corrientes
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de K* activadas por voltaje que incluyen aquellas con rectificacion retardada (KDR) y las tipo A (KA),
mismas que podrian tener una participacién importante en e! desarrollo regulando el crecimiento y la

proliferacion celular (Chiu y Wilson, 1989; Pappas ef a/.,1994)

Ill. Respuestas a 5-HT en astrocitos del CC de [a rata

Nuestros resultados muestran que los astrocitos del CC de la rata responden a la aplicacién
extracelular de 5-HT. La amplitud de la corrientes fue de -40 a —320 pA, similar a la reportada para
oligodendrocitos cultivados de la corteza cerebral de la rata (Belachew et al, 1998), (nico
antecedente de respuestas a 5-HT en células gliales utilizando |a técnica de fijacidn de voltaje en la
configuracién de la célula completa. Sin embargo, el porcentaje de células que responden a 5-HT fue
mucho menor en el presente estudio (50% vs 100% en el dia 7 de cultivo) aunque a mayor tiempo de
cultivo un mayor porcentaje de celulas fueron sensibles a 5-HT.

En cuanto al GABA, tampoco se registraron cambios en cuanto a la amplitud de las comientes
con relacion al tiempo de cultivo, aunque el porcentaje de células que respondieron a GABA fue
menor al reportado en oligodendrocitos de la corteza cerebral de !a rata (Belachew ef al., 1998).
Estas diferencias podrian deberse al tipo celular o a la regién cerebral.

Por otra lado, nuestros datos presentan cierta diferencia con los de rebanadas del CC de raton,
en donde la 5-HT produce incrementos en la concentracidn de Ca** intracelular (aunque son distintos
abordajes experimentales) en menos del 10% de las células estudiadas entre P3-P7 (Bernstein et al,,
1996; que seria un estadio similar a los dias de cultivo C3-C8). Asimismo, en estudios efectuados en
glioblastos del CC de la rata, el porcentaje de células con corrientes inducidas con GABA fue del
80% (Berger et al., 1992) y en el presente estudio un porcentaje similar se observé en el quinto dia
de cultive. Cabe sefialar que el estudio de las respuestas a 5-HT es el primero realizado en
astrocitos del CC o de otra estructura del cerebro de la rata, utilizando ia técnica de fijacién de voltaje

en la configuracién de la célula completa.
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Las concentraciones de 5-HT para generar respuestas en células gliales son variadas y al
parecer dependen de la técnica empleada. Asi, cuande se evalla el efecto de la 5-HT sobre los
cambios en los niveles de Ca® intracelular, las concent;aciones de 5-HT empleadas son de 0.5 a 10
uM (Yoder et al., 1996; Hagberg et al, 1998; Jalonen et a/.. 1997). Mientras que en estudios
electrofisiolégicos en donde se miden los cambios de potencial inducidos por 5-HT las
concentraciones varian de 1 a 100 uM (Hésli et al., 1987; Walz y Schiue, 1982) o bien de 10 pM para
el registro de canal unitario (Jalonen et al., 1897).

En cligodendrocitos en cultivo de 1a médula espinal de la rata con estudios de fijacion de voltaje
en la configuracion de la célula completa, |as concentraciones fueron de 0.5 a 1 mM (Belachew ef al,
1598). Nuestros datos, con esta Ultima técnica, mostraron que ia maxima amplitud de la corriente se
obtuvo a partir de 300 pM, conservando la misma amplitud hasta 1000 pM, y la concentracion
necesaria para producir el 50% de la amplitud de 'a cormriente (ECs;) fue de 92 pM (dato obtenido en
una sola célila, no mostrado), estos datos son similares a los reportados en células gliales de la
sanguijuela, en donde la méxima respuesta se observé a partir de 100 pM (Walz y Schiue, 1982).

La ECso sugiere un sitio de baja afinidad para la 5-HT, o bien que la densidad de receptores
expresados en la membrana de los astrocitos registrados es baja. Aunque otra posible explicacion
podria ser que la dificultad para observar las comientes pequefias inducidas con 5-HT se deba al
limite de deteccién del sistema, o a la didlisis de segundos mensajeros al perfundir el interior de ia

célula con la solucion de la pipeta (Jalonen ef al., 1997).

Potencial de inversion de la respuesta a 5-HT.

El potencial de inversién de la respuesta inducida por 5-HT fue similar al potencial de equilibrio
del CI (-5 mV). La posibilidad de gue esta corriente fuera de K" parece poco probable, debido a los
siguientes resultados: 1) El potencial de equilibrio de! K* (Ex = —83 mV) es muy distinto al potencial
de inversién de la corriente inducida con 5-HT al variar el potencial de mantenimiento (1.4 £ 1.36

mV). 2) El potencial de inversién de la respuesta a 5-HT es el mismo aun en presencia de TEA. 3) El
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potencial de inversion de la respuesta a 5-HT cambi6 a -37 + 1 mV cuando se vario la concentracion
intracelular de CI (de 135 a 40 mM), lo que coincide con el valor calculado para el potencial de
equilibrio del CI" con Ia ecuacion de Nernst.

En apoyo a esta pusibilidad, en las neuronas P (sensibles a la presion mecanosensorial) de la
sanguijuela se observé que la 5-HT activa una corriente de CI" (Drapeau y Sanchez-Armass 1988).
Sin embargo, estos resultados contrastan con los obtenidos por Walz (1882), en donde la 5-HT
hiperpolariza la membrana de las células gliales de la sanguijuefa por medio de un incremento en la
conductancia de K*. También difieren de los resultados obtenidos en astrocitos de |a corteza de rata,
en donde se enconttd que la 5-HT induce corrientes entrantes de K* sensibles a apamina y otras
sensibles a nifedipina, lo que sugiere la participacion de corrientes de K, y de Ca* tipo L (Jalonen et
al., 1997}.

Un movimiento de KCI podria ser otra opcién que reconciliara la participacién de K y Cl en la
respuesta inducida con 5-HT. Esta posibilidad se evalué utilizando la regla de!l equilibrio de Donnan y
se encontré que el potencial de equilibrio para ambos iones era de —49 mV, distinto al valor
experimental. Sin embargo, la resta de las rampas de 5-HT y control sugiere 2 eventos que bien
podrian ser la entrada de CI' y una reduccién en la cormriente de K' que se observa a potenciales
despolarizantes y que commesponde a la Kpz. Al respecto, Backus y colaboradores (1991) reportaron
que las respuestas inducidas con sustancia P, en astrocitos en cultivo de fa corteza cerebral de la
rata, producen el cierre de canales de K’ y |a apertura de canales de CI', mecanismo gue apoyaria la
interpretacion de nuestros resultados.

De esta manera, el presente estudio describe por vez primera la corriente de CI°, activada por 5-
HT en astrocitos u otro tipo de célula glial. Estos resultados son similares a los observados en
ovocitos de Xenopus inyectados con RNAm del CC de bovino y humano, en donde fa 5-HT genera
una corriente oscilatoria de CI' que es activada por Ca®", en este mecanismo estan implicados

segundos mensajeros como el IP; y DAG (Matute y Miledi, 1993). Como posibilidad no explorada en
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el presente estudio, los astrocitos del CC de la rata podrian poseer un mecanismo en el cual la

corriente de CI sea activada por Ca”".

Efecto dual de Ia cetanserina
1) La cetanserina como antagonista. |.a mayor parte de la evidencia disponible en astrocites de
mamiferos indica que la 5-HT activa la via de hidrdlisis de fosfoinositidos y no la de la adenilato

ciclasa (Hansson et al., 1987, 1990; Murphy y Welk, 1990; Ebersolt ef al., 1981; Chneiweiss ef al.,

1984). Mas aun, |a participacion de los receptores 5-HT; en dicha hidrdlisis es fuertemente apoyada

por distintos estudios (Hésli y Hésli, 1987, Hansson et al., 1987, 1890; Nilsson et al., 1991, Deecher
et al. 1993; Yoder et al., 1996; Jalonen et al., 1997; Hagberg et al., 1998). Asi, aunque |a presencia
de receptores a 5-HT 4 no se descarta del todo (Whitaker-Azmitia y Azmitia, 1989; Whithaker-Azmitia
et al, 1990; Mercado y Hernandez, 1992b; Azmitia et al, 1996), nc parece existir duda de que los
receptores 5-HT; participan en la hidrélisis de fosfoinositidos con una consecuente mobilizacién de
Ca?" intracelutar (McCarthy y Salm, 1991; Yoder et al., 1996; Jalonen et al., 1997, Hagberg et al.,
1998).

En congruencia con estos antecedentes, nuestros datos muestran que casi el total de [a
comiente inducida por 5-HT es bloqueada por cetanserina, lo que sugiere la participacién de
receptores 5-HT.. Esta apreciacién se ve reforzada porque en estudios de unién de ligando con
cetanserina marcada radiactivamente, los astrocitos en cuitivo de distintas regiones del cerebro de {a
rata (como el drea del talamo-hipotalamo, corteza cerebral, tallo cerebral, colliculus y cerebelc),

presentaron una Kp = 1.2 nM (Hirst et al., 1998a).

2) La cetanserina como agonista inverso. Los antagonistas neutrales o silentes puros (con
actividad intrinseca cercana a cero) son raros, actualmente varios caen en la clasificacion de
agonistas inversos o agonistas parciales. Los agonistas inversos poseen acciones nuevas que se

extienden mas alla de reducir la actividad efectora o antagonizar la respuesta del agonista; se sabe
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que el tratamiento profongado con agonistas inverses puede incrementar fa densidad del receptor y/o
aumentar su respuesta (Pauwels, 2000).

Los resultados aqui obtenidos mostraron que ademés de actuar como antagonista puro, la
cetanserina coaplicadé‘ con 5-HT es capaz de potenciar la respuesta inducida por la 5-HT sola,
comportandose de esta manera como un agonista inverso. Este efecto podria explicarse por la
interaccion de la 5-HT y la cetanserina con el receptor y el cambio en la estructura tridimensional que
en éste se produce (con la 5-HT y con la 5-HT mas cetanserina), lo cual afectaria la interaccion del
receptor con la proteina G y esto en consecuencia repercutir en una mayor amplitud de la respuesta.
Sin embargo, aungque por una parte se sabe mucho sobre la estructura tridimensional de las
proteinas G (Bourne, 1897), por la otra se sabe muy poco acerca de los cambios conformacicnales
del receptor al ser activado por su(s) ligando(s). Esta informacion podria ayudar a explicar las
interacciones de ios agonistas inversos con el receptor.

Los dos efectos de la cetanserina sugieren que las respuestas podrian estar mediadas por
receptores 5-HT,, pero ¢cudl es la diferencia? y ¢ por qué unas células responden de una manera a
la aplicacién de cetanserina y la otra poblacién lo hace de otra forma? Una explicacién seria la
existencia de dos posibles isoformas del receptor, y para el caso de los receptores 5-HT, esto es
muy posible ya que previamente se reporté que la edicion de RNAm del 5-HT . es un proceso que
ocurre en el cerebro de la rata y existe una expresién especifica de siete isoformas codificadas por
11 especies distintas de RNAm (Burns et al, 1997). La edicion del RNAm gue codifica para el
receptor 5-HT ;¢ puede modificar la secuencia de aminoacidos del receptor, en especial aguellos del
segundo dominio intracelular relacionados con el acoplamiento del receptor con sus proteinas G
(Bums et al, 1997), lo que llevaria a una reduccién o aumento de mecanismos efectores
secundarios, como en el caso de la fosfolipasa C y la liberacién de calcio intracelular estimulada por

agonistas {(Niswender ef al., 1999; Price y Sanders-Bush, 2000).
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Vias de sedalizacion diversas para el 5-HT,. corrientes de CI independientes de Ca”, otros
mecanismos

La familia de receptores 5-HT, pertenece al grupo de receptores con siete dominios
fransmembranales acoﬁ)fados a proteinas G e incluye tres subtipos (5-HT:a5¢) acoplados a la PLC
que promueve la hidrolisis de fosfolipidos de la membrana celular y conlleva a un incremente de IP; y
DAG (Burns et al, 1997). Estos segundos mensajeros a su vez activan la liberacién de Ca”
intracelular y a la proteina cinasa C (PKC). Sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales
el incremento en los niveles de Ca** dificilmente se produciria ya que |a solucidn de la micropipeta de
registro contiene EGTA, a una concentracién que mantiene la concentracion de Ca ** intracelular en
~11 nM. Bajo estas condiciones, las respuestas que se obtuvieron al aplicar 5-HT serian
independientes del Ca®* intracelular y el mecanismo efector podria ser entonces el de la PKC.

Al respecto, la vasopresina (transmisor que también activa receptores de tipo metabotropico)
activa corrientes de CI en las células mesangliales del glomérulo por medio de vias dependientes e
independientes de Ca®', en la ultima via la PKC es capaz de activar una corriente de CI' en ausencia
de Ca¥. Sin embargo, el bloqueo de la PKC elimina solo parcialmente la conductancia de CI
activada por vasopresina, en ausencia de Ca® y cuando la produccién de prostaglandinas es
eliminada (Kremer et al., 1992). Lo que sugiere mecanismos adicionales a los dependientes de ca*
en la activacion de la conductancia de ClI activada por transmisores (Kremer ef al,, 1992).

En la linea tumoral de células de la fibrosis quistica los canales de CI" son regulados por la
fosforilacién de la PKA y la PKC, asimismo el &cido araquidénico modula la actividad de estos
canales {Anderson y Welsh, 1990). Estos mecanismos podrian presentarse en los astrocitos en
cultivo del CC de la rata ya que, al menos para el 5-HT.c, se sabe de ofras vias de sefiafizacion

ademas de fa PLC que incluyen a Ia via de la fosfolipasa A; — acido araquiddnico y a la fosfolipasa D

{Pauwels, 2000).
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V. Acumulacion de 5-HT en rebanadas del CC de Ia rata

Los resultados del presente estudio indican que el CC Y nervio éptico de la rata tienen la
capacidad de acumular‘é-HT, dependiente de Na” y sensible al cloqueo con fluoxetina. En el CC, esta
acumulacion tiene una constante de Micahelis-Menten (420 + 84 nM) que es comparable a las
constantes del SERT clonado de la rata (530 y 320 nM:; Blakely et al., 1991; Hoffmann et a/., 1991) y
de los astrocitos en cultivo (380 y 400 nM; Katz vy Kimetberg, 1985; Hirst et af., 1998b). La velocidad
méximé de acumulacioén de 5-HT fue de 3.54 + 0.78 pmol/img proteina/min, mientras que estructuras
del cerebro de [a rata consideradas serotoninérgicas, como el estriado y el hipotalamo presentaron
una Vpmax mas alta (11.2 y 14.0 pmol/mg proteina/min) (Shaskan y Snyder, 1970). En contraste, los
cultivos de astrocitos de la rata tienen una V,., de solamente 0.88 y 1.6 pmol/mg proteina/min (Katz y

Kimelberg, 1985; Hirst et al., 1998b), lo que probablemente refleja una baja capacidad de

acumulacion de 5-HT en éstas células.

Acumulacién de 5-HT en la sustancia blanca

El CC y el nervio optico de la rata adulta tuvieron una velocidad en la acumulacién de 5-HT
dependiente de Na* que fue menor que la del hipotalamo. Asimismo, se encotraron diferencias en la
inhibicién con fluoxetina para las regiones cerebrales estudiadas. Cabe resaltar que pocos estudios
han mostrado inhibicién completa de la acumulacién de 5-HT dependiente de Na* con fluoxetina (Katz
y Kimelberg, 1985; Blakely et al., 1991). Otros estudios mostraron una inhibicién sobre 12 acumulacién
de 5-HT con fluoxetina similar a la que se observé para el nervio optico (83%, aungue en algunos
experimentos la inhibicion fue total) (Chen et al., 1998; Hirst et a/., 1998b: Inazu et al., 2001). Por otra
parte, la acumulacion de 5-HT fue inhibida parcialmente (30-50%) con fluoxetina. Estas diferencias
podrian ser el resultado de algunas variantes de “splicing” alaternativo del SERT de la rata que
pudieran ser expresadas de modo diferencial, dependiendo del tejido (Ozsarac ef al., 2002). Mas aun,

en pacientes con depresién, la existencia de variantes en los alelos de los cromosomas podrian
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afectar la eficacia de los antidepresivos que pertenecen a los inhibidores selectivos de la recaptura de

5-HT (Lesch et al., 1996; Pollock et al., 2000; Eichhammer ef a/., 2003).

Efecto del pH sobré la acumulacion de 5-HT

Los resultados mostraron que la acumulacion de 5-HT se redujé 60% cuando el pH fue de 5,
comparado con la acumulacién observada a pH 7. Esto es consistente con estudios hechos en
ovocitos inyectados con el RNAm de SERT, en ios cuales un pH &cido reduce fa acumulacion de 5-HT
al tiempo que aumenta la corriente asociada al transportador (Cao et al., 1997). Una posibilidad para
explicar esta inhbicién es que los iones H* interaccionen con el mismo sitio que la 5-HT, lo que
generaria la corriente asociada al SERT de rata que podria deberse al flujo de protones (Cao et al,

1897).

Efecto de algunos inhibidores de 1a recaptura de monoaminas sobre la acumulacion de 5HT

La IC, de la fluoxetina en la inhibicién de la acumulacién de 5-HT en el CC fue de 100 nM (pICsq
= 7.0), valor similar al reportado para sinaptosomas (7.4) y cuitivos de astrocitos (7.2) de la corteza
cerebral de |a rata, mientras que la constante de afinidad, K;, en el CC fue de 44.7 + 10 nM, en el
intervalo de 27-60 nM, que esta dentro del rango feportado para sinaptosomas, cultivos de astrocitos
y el SERT de la rata (Wong ef al., 1975; Hoffman ef al., 1991; Cheng et al., 1993; Hirst et al., 1998b;
Inazu et al., 2001). Sin embargo, la fluoxetina bloqued de manera parcial la acumulacion de 5-HT en
el CC. La acumulacion de 5-HT que no fue bloqueada por fluoxetina tampoco fue reducida por la
aplicacion de otros inhibidores de la recaptura de monoaminas. Esta inhibicion parcial de la
acumulacion de 5-HT también se report6 en sinaptosomas de la corteza y el cerebelo, rebanadas del
hipocampo y cultivos primarios de astrocitos (Wong et al., 1975; Azmitia y Marovitz, 1980; Dave y
Kimelberg, 1994; Bel et al., 1997), lo que apoya la presencia de una acumulacion de 5-HT insensible

al bloqueo por fluoxetina en el sistema nervioso central de la rata. La imipramina y la clomipramina,
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que inhiben tanto a SERT como a NET, no redujeron en un mayor porcentaje que la fluoxetina ia

acumulacion de 5-HT, lo que sugeria que la acumulacién de 5-HT no es mediada por NET.

Efectodela DA y fa NE sobre la acumulacion de 5-HT insensitle al bloqueo con fluoxetina

Una parte substancial de la acumulacién de 5-HT podria ocurrir a través de transportadores de
monoaminas distintos de SERT, cuando éste no se encuentra funcionalmente activo para remover la
5-HT extracelular (Kimelberg y Pelton, 1983; Suarez-Rocca y Cubeddu, 2002; Zhou et al., 2002). Sin
embargo, en el CC de la rata, la acumulacion de 5-HT a través de DAT o NET puede descartarse
debide a que la acumulacién de 5-HT insensib!‘e al blogueo con fluoxetina no se reduce en presencia
de altas concentraciones de DA y NE (10 pM). Estas concentraciones fueron saturantes ya que la K.,
para DAT es de 560 nM (Prasad y Amara, 2001) y la de NET es de 100-400 nM (Ramamoorthy et al.,
1993; Galli et al., 1995). Asi que, al menos en el CC, la acumulacién de 5-HT es selectiva y altamente

especifica para 5-HT, y no parece ser mediada por DAT o NET.

EISERT yel CC

El CC es algunas veces considerado como un tracto de fibras que aparentemente carece de
SERT (Oleskevich y Descarries, 1990; Zhou et al, 1998). En el cerebro del humano, la mayor
densidad de sitios de unién de [°H}-imipramina se encuentra en el hipotalamo y la sustancia nigra,
mientras que |la menor densidad de sitios se encontrd en el cerebelo y la sustancia blanca (Langer ef
al., 1981). En el cerebro de la rata, el [*H]-citalopram (inhibidor de la acumulacién de 5-HT) se une
especificamente a fibras serotoninérgicas en distintas regiones cerebrales como el hipocampo,
estriado y ef talamo, pero dicha union esta practicamente ausente en el CC vy la capsula interna (Zhou
et al., 1998). Sin em-bargo, el mismo estudio mostrd fibras positivas al inmunomarcaje de SERT en el
CC, aunque con menor abundancia que aquellas en el hipocampo. Por otro jado, mediciones de
remocion de 5-HT en el giro dentado y el CC sugieren que este proceso depende de la cantidad de

transportadores presente (Daws ef al., 1997). De manera similar, el hecho de que la acumulacion de
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5-HT en el CC y el nervio optico fuera mas baja que en el hipotalamo probablemente refleje una
cantidad menor de transportadores.

Mas aln, varios datos apuntan a la existencia de actividad serctoninérgica en el CC: 1) la
presencia de la MAO -ein el CC del cerdo (Tipton y Dawson, 1968), 2) inmunoreactividad de 5-HT en
fibras axonales del CC (Bufa et al., 1880), 3) las respuestas de 5-HT en ovocitos inyectados con
RNAm del CC del bovino y del humano y en rebanadas del CC del raton (Matute y Miledi, 1893,
Bernstein et al., 1996), 4) la presencia de receptores 5-HT2, en los astrocitos del CC de la rata (Xu y
Pandey, 2000), y 5) la acumulacién de antidepresivos en el CC (Daniel et al., 2001). Asi que los datos
de acumulacion de 5-HT en el CC suman evidencia a la actividad serotoninérgica. Asimismo, la
interaccion de antidepresivos en el CC debe tenerse en mente cuando se considera la fisiopatolegia y

tratamiento de algunos desérdenes mentales.

V. Acumulacion y liberacion de 5-HT en el CC

Los datos de acumulacidn y liberacion de 5-HT en las rebanadas del CC aunado a las
respuestas a 5-HT en los astrocitos en cultivo sugieren fuertemente que la ftransmision
serotoninérgica ocurre en el CC.

Esta transmisién podria no ser sinaptica en etapas tempranas del desarrollo, ya que su fiberacion

~no es estimulada por K* y en consecuencia no se observa dependencia de Ca®*. Sin embargo, una

écumulacién de 5-HT mayor en P6 que en el adulto sugiere que los niveles de 5-HT en el CC son
mayores durante el desarrollo y que la 5-HT podria provenir del torrente sanguineo (Vitalis y
Pamavelas, 2003), produciendo un efecto paracrino con una accién de tipo mitético que sucederia via
los receptores 5-HT,.

Con relacién a esta hipotesis la transfeccion del receptor 5-HT; en las células NIH3T3 resulté en
la estimulacién mitogénica de las mismas (Julius et al., 1990, Kahan et al, 1992), mientras que
Seuwen y colaboradores (1988) mostraron que este efecto es mediado por la 5-HT sobre la accidn

mitogénica del factor de crecimiento para fibroblastos, el factor de crecimiento epidermal o la insulina.
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Ademas, al parecer existe una relacion directa entre el nivel de 5-HT y el crecimiento del linfoma de
Dalton en el ratén (Banik et af., 1994).

Ciertamente, la expresion de 5-HT, parece presentarse en ios primeros dias postnatales y en el
CC este suceso es cngruente con el hecho de que durante las primeras 2 semanas postnatales se
presenta una profiferacion celular de glioblastos y cambios en la morfologia celular {Sturrock, 1976;
Azmitia, 2001). Posteriormente, estos glioblastos comienzan a diferenciarse en astrocitos vy
oligodendrocitos. Al respecto, el SHT,s ha sido relacionado con eventos en los que promueve la
diferenciacion celular, y aunque aparece en etapas tempranas del desarrollo no es funcional hasta el
dia posnatal 14 & 15 (Zifa et al, 1988; Azmitia, 2001). En el presente estudio no se registraron
respuestas a 8-0H-DPAT, agonista de los receptores 5-HT,, y 5-HT,, aunque un 6% de las
respuestas correspondieron a corrientes salientes que no fueron caracterizadas y podrian
corresponder a estos receptores.

Otra funcién potencial de la 5-HT durante el desarrollo del CC podria ser la de participar en ia
migracion de algunas células gliales progenitoras, desde la zona subventricular al hemisferio cerebral
contralateral (Kakita et al., 2003), asi como en el crecimiento de los conos axonales actuando como
un factor quimiotréfico (Mercado y Heméandez; 1992a, 1888). Al respecto se ha determinado que la 5-
HT participa en eventos de migracién e invasién celular en gliomas in vitro (Merzak et al., 1996).
| Ahora bien, en el adulto nuestros datos muestran que la liberacién de 5-HT es dependiente de
Ca”, lo que sugiere una liberacion vesicular en el CC. Sin embargo, ¢de dénde es liberada esta 5-
HT? ¢ de las varicosidades de los axones o de la glia?. Un estudio inmunohistoquimico de la 5-HT en
la rata mostré que las fibras axonales presentan inmunoreactividad contra la 5-HT (Buffa et al., 1980),
pero no se puede descartar que las células gliales liberen esta monoamina de manera vesicular como
lo hacen para el glutamato y ATP (Jeftinijaa et al, 1997 Bal-Price of al, 2002; Coco et al,, 2003).
Futuros estudics con técnicas inmunohistoquimicas y bioquimicas, entre otras, podran ayudar a

dilucidar este paradigma.

aRr




R e LR

S 5

CONCLUSIONES.

1. Los medios de cultivo y los factores troficos del suero o presentes en el NB-G5 alteran la
morfologia de los astrocitos pero no modifican la expresién ni las propiedades de las corrientes de K™

2. los astrocitos‘del CC de la rata expresan las corrientes Kpr v K.

3. Existen dos po.blaciones de astrocitos: a) la corriente de K* que presenta alta afinidad al
bloqueo por Ba* y b) la corriente de K* que presenta una baja afinidad al bloqueo por Ba®".

4. La 5-HT induce dos tipos de respuestas en los astrocitos: una corriente entrante de CI' y un
bloqueo de la corriente saliente de K* activada por voltajes despolarizantes.

5. Los receptores 5-HT, probablemente sean los que participan en la accién de la 5-HT sobre la
membrana de los astrocites.

6. La cetanserina genera efectos opuestos: a) en algunos astrocitos bloguea la respuesta a 5-
HT y b) potencia la respuesta a 5-HT en otros, lo que sugiere la presencia de dos mecanismos de
accion de la cetanserina.

7. EICC de la rata posee un mecanismo de acumulacién de 5-HT que es dependiente de Na* y
sensible al bloqueo por algunos antidepresivos como el Prozac.

8. EICC de la rata acumula mas 5-HT durante el desarrollo posnatal que en el estadio adulto.

9. EICC de la rata adulta es capaz de liberar 5-HT por un mecanismo dependiente de Ca®".

10. Ei CC de la rata P6, aunque acumula mayor cantidad de 5-HT, no es capaz de liberarla de
una manera dependiente de Ca®*. La 5-HT entonces podria proveni} de fuentes externas como el
torrente sanguineo y actuar como hormona (efecto paracrino).

Toda la informacion presentada en este estudio nos permite construir el siguiente modelo (Figura
31). El recuadro muestra un corte histoldgico transversal del CC en el que se aprecia la organizacion
lineal de los nucleos celulares, que presumiblemente corresponden a las células gliales que presentan
este alineamiento pues estan muy cercanas a los axones (la mayoria son oligodendrocitos que
producen la mielina que recubre a los axones). A la derecha del corte histol6gico se presenta una

caricatura, la cual es amplificada y se ilustran los elementos de Ia transmision serotoninérgica.
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La 5-HT es liberada al espacio extracelular por un mecanismo dependientz de Ca?,
presumiblemente de los axones aunque no se descarta la participacién glial, para asi activar los
receptores de los astrocitos, provocando una entrada moderada de CI', asi como una reduccion en la
salida de K" del astroclto cuando este es despolarizado. Este mecanismo podria ayudar tanto a
modular la propagacion de los estimulos nerviosos a través de los axones, elementos que constituyen
las fibras nerviosas del CC (Swanson et al., 1998), como a modular el tono vascular a través del
astrocito (Zonta ef al., 2003) por medio de la movilizacién de K* (McCarron y Halpern, 1990). Una vez
activados los receptores a 5-HT, esta monoamina es removida del espacio extracelular por los
transportadores de 5-HT. El Zn** modula también este proceso incrementando la recaptura del
transmisor y en caso de coincidir con algtn antidepresivo revierte su efecto inhibitorio sobre el

transportador (Garcia-Godoy, 2002).
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Figura 31. Modelo de transmisién serotoninérgica en el CC de la rata. El recuadro muestra un corte
histolégico del CC de la rata en el que se muestra la alineacion de los nicleos, que presumiblemente
corresponden a células gliales cercanas a los axones. La caricatura del recuadro se amplificé para
afiadir todos los elementos descritos en el presente estudio: 5-HT, su liberacién, activacion de

receptores gliales y remocién del espacio extracelular.
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