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Resumen

En las células gliales, los eventos electrofisiologicos producidos por la angiotensina
IT (Ang II) han sido poco estudiados. Utilizando la técnica de fijacion de voltaje en la
configuracion de célula completa, se encontrd que 1 uM Ang II o el agonista parcial del
receptor AT,, CGP-42112A (20 nM), indujeron corrientes eléctricas mediadas
principalmente por la activacion del receptor AT,, en ~25% de las células cultivadas del
cuerpo calloso (CC), tanto de ratas recién nacidas como de tres semanas de edad. Las
células cultivadas dieron marca positiva (>90%) ante el ensayo inmunocitoquimico contra
la proteina acidico-glio-fibrilar (GFAP), marcador especifico para los astrocitos maduros.
En los cultivos de astrocitos del CC de ratas recién nacidas, la Ang II gener6 en 47 de un
total de 169 células, una corriente entrante promedio de 113 pA. Ademas, en siete de un
total de 169 células, una corriente saliente promedio de 66 pA. El resto de las células no
respondi6. En los cultivos de astrocitos del CC de ratas de tres semanas de edad, la Ang II
produjo en 11 de un total de 54 células, una corriente entrante promedio de 399 pA. El resto
de las células no respondio. Utilizando un protocolo de rampas de voltaje que barria desde -
120 a 80 mV en 1 s, la Ang II provocé una disminucion en la conductancia de la membrana
celular de los astrocitos del CC de ratas recién nacidas, debido a un bloqueo de las
corrientes de potasio de rectificacion tardia. Por otro lado, en los cultivos de astrocitos del
CC de ratas de tres semanas de edad, la Ang Il no gener6 un efecto claro, debido a que las
respuestas producidas fueron muy variadas, inclusive en la misma célula. Con relacién a los
estudios farmacolégicos, el CGP-42112A (15 nM) bloque¢ las corrientes activadas por la
Ang II en cinco astrocitos cultivados del CC de ratas recién nacidas. Ademas, el antagonista

del receptor AT, ZD7511 (10 nM) no tuvo efectos sobre las respuestas generadas por la
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Ang II en dos astrocitos del CC de ratas de tres semanas de edad. Este estudio muestra, que
los cultivos de astrocitos del CC de ratas recién nacidas y de tres semanas de edad,
expresan receptores funcionales para la Ang II del tipo AT,; y por primera vez, las
caracteristicas eléctricas que produce la Ang II en los astrocitos del CC de la rata en dos

etapas del desarrollo.
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Introduccion

El sistema nervioso central (SNC) estad constituido de células gliales, neuronas y
tejido conectivo, entre otros elementos. Cada componente desempefia una funcion biologica
de acuerdo a las necesidades fisiologicas del organismo.

Las células gliales desarrollan multiples funciones en el SNC, como la sintesis de
mielina, control i6nico extracelular, modulacion sinaptica y suministro de nutrientes a las
neuronas, entre otros. Actualmente, las glias han dejado de considerarse como un mero
componente de sostén neuronal, ya que se ha comprobado que realizan funciones
protagonicas en la fisiologia del SNC.

El estudio electrofisiologico de las células gliales durante el desarrollo ha sido
abordado escasamente por pocos grupos de investigacion. Por ende, esta tesis trata de
ampliar la informacion actual, referente a las caracteristicas electrofisioldgicas de un tipo
de célula glial, e/ astrocito, utilizando como modelo de estudio al CC y a la angiotensina II.
El CC, contiene una cantidad considerable de células gliales (>90%) y es un tejido facil de
manipular. La angiotensina II, es un transmisor de cardcter peptidico que activa
especificamente a dos tipos de receptores: AT, y AT,. Estos receptores tienen la
particularidad de expresarse de manera diferencial en etapas tempranas y adultas del
desarrollo. En consecuencia, ambas herramientas ayudaran a comprender las caracteristicas
electrofisiologicas de los astrocitos, en funcidén del desarrollo. Es decir, conoceremos
algunas caracteristicas eléctricas que presentan los astrocitos durante el desarrollo de la

rata, por la expresion diferencial de los receptores a angiotensina II.
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Sistema nervioso central, cuerpo calloso y células gliales

El proceso de neurulacion durante el desarrollo embrionario de los mamiferos, da
pie a la formacidon del tubo neural, el cual dara origen al cerebro y médula espinal (Wolpert
et al., 1998).

El cerebro de los mamiferos en general, estd constituido, en sentido caudo-rostral,
por el tallo cerebral, cerebro medio y cerebro anterior (Carpenter, 1994). Este ultimo, esta
compuesto por el diencéfalo, ganglios basales y dos hemisferios cerebrales. Estos estan
divididos por una cisura interhemisférica, limitada por una ldmina horizontal de sustancia

blanca, conocida como el cuerpo calloso (CC) (Figura 1).

cuerpo calloso

/trum:n ro dE\tE cerebelo

bulho olfatorio

Figura 1. Cerebro de rata visto en un corte sagital. El esquema resalta en color negro al
cuerpo calloso. Esta comisura esta constituida por la rodilla, tronco y rodete, en una vista
antero-posterior, respectivamente.

En los tetrapodos euplacentarios, el CC es la comisura mas grande del cerebro y
conecta areas corticales homonimas de un hemisferio al otro. Las lesiones en esta comisura
se relacionan a diversas patologias, como la falta de ilacion de ideas en humanos y la

modificacion de la conducta de exploracion en la rata (Sullivan ef al., 1993), entre otras.
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El CC estd compuesto por tres segmentos, la rodilla (genu), tronco (cuerpo) y rodete
(esplenio), viéndose en cortes sagitales (ver Figura 1). Presenta mas de 90% de células
precursoras de glias desde los primeros dias de desarrollo en los mamiferos (por ejemplo,
en el raton) (Sturrock, 1976, citado en Berger et al., 1991; Bongarzone et al., 1998),

manteniendo estas caracteristicas durante las primeras semanas de desarrollo (ver Figura 2),

para después diferenciarse en células gliales.

- o : t."q,h - — . 2

Figura 2. Micrografia electronica que muestra una célula glial no diferenciada del cuerpo
calloso de raton de seis dias de edad. Esta célula presenta abundantes mitocondias (mit) y
reticulo endopldsmico rugoso (ER) en el pericarion celular, ademas de ribosomas libres y
microtibulos en las prolongaciones del soma. Ax, axones no mielinizados; Nuc, nucleo.
Barra negra, 1 um (micrografia modificada de Berger ef al., 1991).

Sin embargo, es importante mencionar, que en algunas células a partir del dia 10 del
desarrollo del raton, se pueden observar en el citoplasma caracteristicas que distinguen a los
astrocitos maduros (ver Figura 3).

Las células gliales participan activamente en diversos eventos fisioldgicos en el
SNC, como en el procesamiento de la informacion, modulacioén sinaptica, remocion de

transmisores quimicos y excesos de potasio extracelular, proliferacion y diferenciacion
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celular (Kuffler et al., 1966; Orkand et al., 1966, Sontheimer et al., 1989; Berger et al.,

1991; Kandel et al., 1995; Bernstein et al., 1996; Smit et al., 2001), entre otros.

; g " 3 I . s A"
Figura 3. Micrografia electronica que muestra caracteristicas de un astrocito maduro. La
célula presenta numerosos filamentos intermedios (f), cisternas cortas del reticulo
endoplasmico rugoso (ER) ribosomas libres y pocas mitocondias (mit). Ax, axones, Nuc,
nlcleo. Barra negra a la izquierda de la micrografia: 1 um. Notese que en el recuadro son
mas evidentes los filamentos y las cisternas del reticulo endoplasmico rugoso. Barra negra
dentro del recuadro: 0.5 um (micrografia modificada de Berger ef al., 1991).

Existen varios tipos de células gliales, como son los astrocitos, células de Bergman,
células ependimarias, microglias, células de Miiller, oligoendrocitos, pituicitos y células de
Shwann (Brodal, 1998). Todas ellas pertenecen al SNC, a excepcion de las células de

Shwann, que sintetizan la mielina en el sistema nervioso periférico.
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El origen de las células gliales se da en las etapas tempranas del desarrollo, cuando
las células precursoras de glia (glioblastos) se diferencian en astrocitos, células
ependimarias, microglia y oligoendrocitos. Es importante mencionar que los
oligodendrocitos son responsables de la mielinizacion en el SNC.

Las caracteristicas eléctricas y metabolicas de los astrocitos son poco conocidas
durante el desarrollo de los organismos. Por ejemplo, se sabe que los astrocitos expresan un
repertorio amplio de receptores a transmisores y canales i6nicos (Ritchie, 1992). Tales
como receptores a los acidos y-aminobutirico (GABA), glutdmico y kainico; péptidos como
la sustancia P, bradicinina y angiotensina II (Ang II); aminas como la dopamina y
serotonina; y ésteres de colina como la acetilcolina, entre otros (ver mas adelante); canales
de calcio, sodio y potasio activados por voltaje, canales activados por calcio y canales
selectivos a aniones, entre otros (Bevan ef al., 1984; Gray et al., 1984; MacVicar, 1984;
Steinhduser et al., 1994; Walz, 2002). Sin embargo, poco es sabido acerca de las sefiales
que inducen y regulan la expresion y distribucion de receptores y canales i6nicos durante el
desarrollo (Dietzel, 1995), asi como su localizacion en los diferentes tipos de células
gliales. Por ejemplo, con la utilizacion de varias estrategias experimentales, como la
electrofisiologia, hibridacion in situ, cultivos celulares, rebanadas de cerebro e
inmunohistoquimica, entre otras, se ha podido detectar la presencia de receptores a
transmisores quimicos en las células gliales de diferentes especies como en bovino,
humano, caracol, rata y raton; transmisores como la Ang II, dopamina, 4cido glutdmico,
histamina, GABA, norepinefrina, sustancia P, bradicinina, serotonina, acetilcolina,
endotelinas, somatostatina y ATP (Hosli e al., 1989; Miiller et al., 1992; Bernstein et al.,
1996; Montiel-Herrera et al., 2001). Ademas, se ha descrito que existe un cambio en las

propiedades eléctricas de las células gliales del CC durante las primeras etapas del
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desarrollo del raton (Berger ef al., 1991). Por ejemplo, la Ang II induce un aumento en la
concentracion de calcio intracelular en las células gliales del CC del ratén en los primeros
dias de nacimiento, sin embargo, dicho evento no se presenta en la segunda semana de
nacimiento (Bernstein et al., 1996).
Angiotensina I1

La angiotensina II (Ang II) es un octapéptido de &cido aspartico, arginina, valina,
tirosina, isoleucina, histidina, prolina y fenilalanina (Figura 4). Es un péptido funcional
asociado con el sistema cardiovascular y SNC. En ambos sistemas, la Ang II actia
regulando la presion arterial, homeostasis hidroelectrolitica y volumen sanguineo, entre

otros eventos fisioldgicos (revisado en Berry ef al., 2001).

Figura 4. Estructura de la Ang II. El esquema muestra sélo el fragmento 3-8 de la Ang II
(Valina3, tirosina®, isoleucina’, histidina®, prolina7 y fenilalaninag), los cuales se han
propuesto como responsables de la interaccion con el receptor (Gutte, 1995). Esquema
modificado de Gutte B, 1995.

La Ang II es sintetizada via enzimdtica, por el sistema renina angiotensina de

manera sistémica, y localmente por tejidos que poseen este sistema, como el sistema

cardiovascular (revisado en Berry et al., 2001 y Gard, 2002). El sistema produce varios
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péptidos denominados angiotensinas, de las cuales la Ang II desempefia funciones
fisiologicas, como las antes descritas.

La sintesis de Ang II (Figura 5) se lleva a cabo principalmente por una enzima
denominada renina, la cual es puesta en circulacion en el tejido sanguineo, en respuesta a
una caida de presion dentro de las arteriolas renales. Una vez liberada la renina, ésta rompe
al angiotensindgeno (un tetradecapéptido) del higado, para generar angiotensina I (Ang I).
Esta ultima, puede ser sustrato de la enzima convertidora de angiotensina y de peptidasas.
La primera, existe en el endotelio de la mayoria de las venas. La reaccidon enzimatica que se
lleva a cabo entre ésta y Ang I, se da principalmente en los pulmones, generando como
producto de reaccion a la Ang II. La segunda, que por lo general se encuentra distribuida
por todo el organismo, puede generar una angiotensina de siete aminoacidos. Cabe sefialar,
que se han descrito vias enzimaticas alternas, por chimasas y quimotrispsin-serinproteasas,
las cuales pueden generar Ang II (revisado en Berry et al., 2001 y Gard, 2002). En este
sentido, la Ang II puede ser metabolizada por peptidasas a distintas angiotensinas, como a
angiotensina III (2-8), angiotensina (1-7), angiotensina (3-7) o angiotensina IV (3-8).

Con relacién al SNC, la sintesis de Ang II ain no es clara. En el cerebro,
componentes de la via enzimatica que produce Ang II, como la renina, angiotensindgeno y
enzima convertidora de angiotensina, se han localizado principalmente en los astrocitos y
plexo coroideo de tejidos circumventriculares (revisado en Berry ef al., 2001 y Gard, 2002).
Por ejemplo, Tham et al. (2001) por técnicas de inmunohistoquimica y microscopia de luz
y electronica, han localizado en el nucleo hipogloso de la rata (12° par craneal), la
presencia de angiotensindgeno, Ang Il y enzima convertidora de angiotensina en astrocitos

y neuronas. Sugiriendo que este par craneal produce localmente Ang II.
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Angmtensm

I‘Bfil'lﬂ Angiotmina | — Heptapéptido

Angiotensina ll
(nﬂap&pﬂdn)

Si nmts l Aminopepti dasas

angiotensina ll2-8); angiotensina (1-7);
angiotensina (3-7); angiotensina IV (3-8)

Figura 5. Sintesis de Ang II. Como se observa en el esquema, la produccion de Ang II se
lleva a cabo preferentemente en los pulmones. Notese que de la Ang II se pueden generar
diferentes angiotensinas. Abreviaciones: AP, aminopeptidasa; ACE, enzima convertidora
de angiotensina.

En mamiferos como la rata, ratén, hamster, perro, mono y humano, la Ang II se ha
localizado por radioligandos en la médula espinal, ntcleo del tracto solitario, cerebro
medio, cerebelo, hipotdlamo, tdlamo, area postrema, estriado, hipocampo y corteza cerebral
(revisado en Gard, 2002). Es importante mencionar que la Ang II se ha localizado en
vesiculas sinapticas de neuronas que forman sinapsis con otras neuronas o que estan en
contacto con las venas de los 6rganos circumventriculares (revisado en Gard, 2002),
sugiriendo un papel de neurotransmisor en el SNC. Sin embargo, la evidencia descrita hasta
hoy, sefiala que la Ang II desempena diferentes funciones dependiendo de su localizacion
en el cerebro. En este sentido, la Ang Il como transmisor aparentemente presenta varias

funciones, ya que inyecciones intracerebroventriculares de Ang II, inducen un incremento

de la presion arterial, compulsion de ingerir liquidos, alteraciones cognitivas, estimulacion
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de la secrecion de la hormona antidiurética (arginin-vasopresina), facilitacion de la
secrecion de la hormona adrenocorticotropica y participacion en la secrecion de la hormona
luteinizante (revisado en Gard, 2002).

Las concentraciones de Ang II en el cerebro de la rata, son alrededor de 50 fmoles/g
de tejido, en un intervalo de 15 y 590 fmoles/g en corteza cerebral e hipotalamo,
respectivamente. Dichas cantidades son mayores que las encontradas en plasma sanguineo
(17 fmoles/mL), a diferencia del angiotensinégeno, que se encuentra en cantidades iguales
en higado y cerebro (revisado en Gard, 2002).

Los datos electrofisiologicos obtenidos en cultivos celulares y rebanadas de cerebro,
sugieren que la Ang Il modifica diferentes tipos de conductancias idnicas, dependiendo del
tipo y localizacion del receptor en el que actua el péptido (Ferguson et al., 2001). Por
ejemplo, la Ang II puede impactar las corrientes de tipo transitorio de potasio salientes y de
rectificacion tardia (ver mas adelante). Las primeras pueden identificarse por su activacion
dependiente de voltaje, cinética rdpida de inactivacion y sensibilidad a bajas
concentraciones de 4-aminopiridina. Las segundas aunque mas variadas, pueden
distinguirse por sus caracteristicas farmacoldgicas y biofisicas.

En relacion con las células gliales, s6lo se ha descrito que la Ang II induce una
despolarizacioén en las membranas de los astrocitos de la médula espinal y tallo cerebral de
la rata, en cultivo (Hosli ef al., 1989). Sin embargo, nada es sabido acerca del tipo de

corrientes que induce este octapéptido en las células gliales.
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Receptores a angiotensina II

Todas aquellas angiotensinas producidas por el sistema renina angiotensina (ver
Figura 5), son activas y realizan su funcion a través de receptores especificos (revisado en
Berry et al., 2001 y Gard, 2002).

Se han descrito cuatro receptores de angiotensinas: AT, AT,, AT; y ATy (revisado
en Berry et al., 2001 y Gard, 2002). Son considerados como receptores metabotropicos, ya
que generalmente estan acoplados a proteinas G y producen segundos mensajeros (ver mas
adelante).

La Ang II es el principal ligando de los receptores del tipo AT, y AT, ya que se ha
descrito que la angiotensina (1-7) también puede activar al receptor AT,. Estos receptores
son los mas estudiados actualmente, ya que se han definido con bases histoquimicas,
electrofisioldgicas, farmacolédgicas y de biologia molecular. Por ejemplo, los receptores
AT, y AT, se han localizado en 6rganos y tejidos de una amplia variedad de especies,
como en el rifon, corazodn, cerebelo, coliculos cerebrales, nervio optico, hipocampo,
neocorteza cerebral y bulbo olfatorio, entre otros (ver Tabla 1; Figura 6). Se conoce que la
activacion de los receptores de Ang II, produce cambios de corrientes y metabolismo en las
células que los poseen (ver mas adelante). Ademds los receptores de Ang II presentan
propiedades farmacolodgicas diferentes en neuronas y células gliales en cultivo, asi como en
regiones subcorticales de la rata (revisado en Gard, 2002). Por secuenciacion génica, se han
podido caracterizar dos subtipos de receptores AT, el ATy, y ATy, (de Gasparo et al.,

2000).
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Receptor AT,

El gen que codifica al receptor AT, estd ubicado en el brazo largo del cromosoma 3

en humano y distribuido ampliamente en el sistema cardiovascular, renal y nervioso. En los

roedores existen 2 isoformas, AT, y AT, con mas del 95% de homologia. El subtipo AT},

predomina en el cerebro y el ATy, en la glandula pituitaria y corteza adrenal del adulto

(Tonelli et al., 2000). En la Tabla 1 y Figura 6 se muestra la distribucion del receptor en el

SNC de los mamiferos y de la rata, respectivamente.

Tabla 1. Distribucion de los receptores AT; y AT, en el SNC de los mamiferos.

Estructura AT, AT, Estructura AT, AT,
Amigdala v v Locus coeruleus v v
Adenohipéfisis v Nucleo predptico medio v

Area postrema v Nucleo acumbens

Caudado putamen v v Nucleo del tracto

Cerebelo v v olfatorio lateral v
Corteza cerebral Nucleo del tracto solitario Vv
Geniculado lateral v Organo vasculoso terminal
Geniculado medial v lateral v

Globo palido v Nucleo paraventricular v
Habénula lateral v v Corteza piriforme v
Habénula medial v v Septo v
Hipocampo Organo siubfornical v
Nucleo hipogloso v Coliculo superior v
Coliculo inferior v Nucleo supradptico v
Nucleo olivar inferior v v Talamo v
Tracto olfatorio lateral Area ventral tegmental v

Tabla modificada de Gard PR (2002). La “V ” indica la presencia del receptor. SNC,

sistema nervioso central.

El receptor AT; es una proteina constituida de 359 aminodcidos. Se ha propuesto

que posee siete segmentos transmembranales y que estd acoplado a proteinas G. Al

interactuar el receptor con la Ang II, se produce un intercambio de GDP por GTP en la

proteina que intercambia inositidos de guanina, generando la activacion del complejo afy
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de dicha proteina, induciendo que ésta libere a la subunidad o y al complejo Py, para
producir eventos intracelulares via segundos mensajeros (revisado en Berry et al., 2001).
Cabe mencionar que el complejo By de las proteinas G, tiene la capacidad de modular a

canales de calcio y potasio (Dolphin, 2003).

Corteza Cerehelo 1

Figura 6. Distribucion de los receptores AT; y AT; en el cerebro de la rata. En el esquema
uno y dos, se muestran las regiones en donde se han localizado los receptores a
angiotensina II. Abreviaciones: AMY, amigdala; AP, 4rea postrema; Ant.P, adenohipoéfisis;
CP, caudado putamen; GP, globo palido; HG, nucleo hipogloso; HI, hipocampo; IC,
coliculo inferior; 10, nucleo olivar inferior; LOT, tracto olfatorio lateral; LG, geniculado
lateral; LH, habénula lateral; LC, locus coeruleus; MG, geniculado medio; MH, habénula
media; MPO, nucleo predptico medial; n. LOT, nucleo del tracto olfatorio lateral; n. ACC,
nucleo acumbens; NTS, nucleo del tracto solitario; OVLT, o6rgano vasculoso lateral
terminal; PG, periacueducto; PVN, nucleo paraventricular; PIR, corteza piriforme; SEPT,
septo; SFO, d6rgano subfornical; SC, coliculo superior; SON, ntcleo supradptico; THAL,
talamo; VTA, area tegmental ventral. Esquemas modificados de Wright y Harding (1997).

Tipicamente al activarse el receptor AT; por la Ang II, activa a la fosfolipasa C a
través de la proteina Gq, la cual estimula la hidrélisis de inositol 1, 4, 5-trifosfato y

diacilglicerol. El primero induce la liberacion de calcio de los reservorios intracelulares
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(por ejemplo de reticulo endoplasmico liso); y el diacilglicerol estimula a la proteina cinasa
C. Cabe mencionar que la activacion del receptor AT;, también puede estimular diferentes
tipos de proteinas G, como a Gj y Gji3, produciendo eventos diferentes en las células
(revisado en Berry et al., 2001).

El receptor AT, posee sitios de glicosilacion en el amino terminal asparagina® y en
el segundo fragmento extracelular en aspértico' ' y asparagina'™. Se ha postulado que la
internalizacion puede ser mediada por caveolas de membrana plasmatica que involucra la
fosforilacion de residuos de serina®? y treonina®™® en el carbono terminal (revisado en
Berry et al., 2001).

El receptor AT; es el mediador de eventos fisiologicos como la modulacion
funcional cardiovascular, estimulacion de liberacion de aldosterona y proteinas, induccion
de crecimiento celular e hipertrofia, retencién de sodio, produccion de especies reactivas de
oxigeno y antiinflamacion (Sumners ef al., 1991; Sumners ef al., 1994; revisado en Berry
et al.,2001), entre otros.

Los segundos mensajeros que se generan por la activacion del receptor AT, pueden
estimular la activacion de enzimas como cinasas y fosfofolipasas, y factores de
transcripcion, como el factor NF-kB, que participa en respuestas de inflamacion (revisado
en Berry et al., 2001). Por ejemplo, al activar a enzimas que a su vez activan a cinasas
como la Janus-2, encienden vias metabolicas que estimulan a factores de transcripcion
relacionados con la proliferacion celular. En este sentido, proteinas importantes
involucradas con la sintesis de proteinas (como p70°°%), adhesién y estructura del
citoesqueleto celular (como p125™4%, p130“*® y PI3K, entre otras), pueden ser sintetizadas

en la célula por la activacion del receptor, para promover la migracion, proliferacion,
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cambios en el volumen y forma celular, entre otros eventos no menos importantes (revisado
en Berry et al., 2001).

Dos aspectos que valen la pena describir porque estan intrinsicamente relacionados,
son la activacion de fosfolipasas (fosfolipasa A,, fosfolipasa Cf, fosfolipasa Cy y
fosfolipasa D) y generacion de especies reactivas de oxigeno, por la activacion del receptor
AT,. Por ejemplo la fosfolipasa A,, induce catabolismo de &4cido araquidénico de
fosfolipidos de membrana, los cuales tienen impacto en la regulacion de la presion
sanguinea y en la generacion de metabolitos como prostaglandinas, estas ultimas
involucradas en eventos de inflamacién. Ademas, el dcido araquidonico puede activar a la
proteina cinasa C, la cual tiene el potencial de fosforilar a las subunidades fox de la
NAD(P)H oxidasa (enzima de membrana plasmatica), provocando su activacion y dando
como resultado la generacion de especies reactivas de O, (revisado en Berry ef al., 2001).

En cultivos de astrocitos de médula oblongata y cerebelo de ratas neonatales, se ha
mostrado que, a diferencia del hipotdlamo y corteza, los receptores AT, estdn acoplados a
la via de sefializacion de la fosfolipasa C (Tallant y Higson, 1997). Dichos datos indican,
que al menos en esas zonas del SNC de la rata, el receptor AT, esta desencadenando
diferentes vias de sefializacion. Cabe mencionar que Wyse y Sernia (1997), han mostrado
que la expresion del receptor AT, en astrocitos hipotaldmicos, esta regulada por la hormona
del crecimiento en funcion de la concentracion y tiempo de exposicion de la hormona,
sefialando claramente, que la presencia y efectos del receptor AT, varian dependiendo del
tipo de tejido en que se localiza.

Las caracteristicas electrofisioldgicas que se han descrito por la activacion del
receptor AT, en el SNC, comprenden diferentes tipos de corrientes idnicas inducidas por la

Ang II. Por ejemplo, en neuronas de los nucleos paraventricular y supradptico de ratas
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recién nacidas, la Ang II a través de la activacion del receptor AT, disminuye ambas, la
corriente saliente de potasio de tipo transitorio y de rectificacion tardia (Zhu et al., 1999;
revisado en Ferguson ef al., 2001). Datos opuestos muestran que las corrientes de potasio
de rectificacion tardia, no son inhibidas en neuronas del nucleo paraventricular de ratas
adultas (Li y Ferguson, 1996).

Por otro lado, se ha descrito que la Ang II induce un incremento de calcio
intracelular mediado por la activacion del receptor AT, ya que esto ultimo promueve la
produccion de IP; y en consecuencia una liberaciéon de calcio de los reservorios
intracelulares al citosol (Matute et al., 1994). Sin embargo, Gebke y colaboradores (1998)
han indicado que la Ang II incrementa los niveles de calcio intracelular en neuronas y
astrocitos de 6rganos circumventriculares, por medio de la apertura de canales de calcio de
la membrana plasmatica, los cuales permiten la entrada de calcio extracelular a las células.
Dicha evidencia muestra diferentes vias de sefializacion del receptor AT, al menos en esta
parte del cerebro de la rata.

Como se puede observar, los eventos eléctricos y de senalizacion mediados por la
activacion del receptor AT, son variados y estan en funcion del nivel de desarrollo, tejido y
del tipo celular.

Receptor AT,

El gen que codifica al receptor AT, estd ubicado en el cromosoma X y distribuido
en el sistema cardiovascular, rifion y sistema nervioso en humanos y roedores (de Gasparo
et al., 2000). Es importante mencionar que la localizacion del receptor AT, es mas
abundante en fetos y neonatales. En la Tabla 1 y Figura 6 se muestra la distribucion del

receptor en el SNC de los mamiferos y de la rata, respectivamente.
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El receptor AT, es una proteina constituida de 363 aminoacidos y posee una
homologia del 34% con el receptor AT;. Se ha propuesto que posee siete segmentos
transmembranales y que estd acoplado a proteinas G (de Gasparo et al., 2000). Por ejemplo,
con la ayuda de técnicas de inmunoseleccion, se ha encontrado que el receptor estd
asociado a la subunidad a2y a3 de proteinas G.

La literatura indica que el receptor AT, participa en la diferenciacion celular,
crecimiento vascular, vasodilatacion, apoptosis y organogénesis. Ademas este receptor esta
involucrado en la regulacion de la presion sanguinea y las funciones renales, asi como en la
modulacion de la sed y en la actividad locomotriz (revisado en Berry et al., 2001).

La funcioén del receptor AT,, relacionada con la capacidad de inhibir la proliferacion
y crecimiento celular, asi como de inducir apoptosis, estd asociada al potencial que tiene
para activar a serin/treonin fosfatasas (como PP2A y ERK), las cuales desfosforilan a
enzimas (como las MAPK cinasas) y proteinas (como la familia Bcl-2) involucradas con
esos eventos celulares (revisado en Berry et al., 2001).

La activacion de este receptor también ha sido relacionada con la vasodilatacion, a
través de incrementar, los niveles de 6xido nitrico y GMPc. Cabe mencionar que la
bradicinina puede estimular a la 6xido nitrico sintetasa (revisado en Berry et al., 2001).

En general se conoce poco de las vias de sefializacion asociadas al receptor AT,. Se
sabe que en su mecanismo de accidn comunmente participan canales de calcio y potasio, la
produccion de ceramidas y la activacion de enzimas como MAPK cinasas, fosfatasas y
serin/treonin cinasas (revisado en Berry et al., 2001 y Gard, 2002).

Las caracteristicas electrofisioldgicas del receptor AT, en el SNC han sido poco
estudiadas. La activacion del receptor potencia las corrientes salientes de potasio de tipo

transitorio y rectificacion tardia, las cuales aparentemente son reguladas por fosfolipasa A,
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y acido araquidénico, a través de la activacion de proteinas G del tipo Gj 6 G, (Zhu et al.,
2000; revisado en Ferguson et al., 2001). Por otro lado, se ha descrito que en cultivos
neuronales de hipotdlamo de ratas neonatales, la Ang II por medio del receptor ATy,
incrementa la frecuencia de disparo de las neuronas, debido a que produce un acortamiento
en la duracion de los potenciales de accion (Zhu et al., 2001).

Es claro percibir que las caracteristicas eléctricas y de sefializacion mediadas por la
activacion del receptor AT,, son poco conocidas y la informacién hasta hoy, describe
basicamente la observada en la neurona. En contraste, las células gliales como los
astrocitos, presentan receptores del tipo AT, y se conoce poco de las vias de sefializacion y

tipo de corrientes que se activan por este receptor.
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Hipotesis

La angiotensina II induce respuestas eléctricas en astrocitos del cuerpo calloso de la rata

postnatal, mediadas por los receptores AT, y AT,.

Objetivo general

Caracterizacion del receptor a angiotensina Il en cultivos de astrocitos del cuerpo

calloso de la rata postnatal.

Objetivos especificos

o Caracterizacion de las respuestas eléctricas inducidas por la angiotensina II
en cultivos de astrocitos del cuerpo calloso de la rata postnatal.

o Determinar el dia de cultivo en el cual se obtienen respuestas eléctricas a
angiotensina II.

o Caracterizar qué tipo de receptor a angiotensina II estd presente en los
astrocitos cultivados, mediante el uso de substancias especificas.

o Establecer qué tipo de canal idnico es responsable de la respuesta eléctrica

inducida por la angiotensina II en el astrocito cultivado.

Justificacion

Con base al marco teorico presentado, es notable que las corrientes eléctricas inducidas por

la angiotensina II, dependen del:

1.

2.

Tipo de receptor.
Tipo celular.
Tejido en donde se expresa el receptor.

El grado de desarrollo del tejido.
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Consideramos que es importante el estudio de los receptores a angiotensina II en el
cuerpo calloso de la rata, debido al papel que la angiotensina II desempefia fisiologicamente
en los mamiferos. Ademads, hay muy poca informacion con relacion a nuestro objeto de
estudio. Por lo tanto, la informacién que se genere de este trabajo, permitird la
caracterizacion del receptor a angiotensina Il presente en el astrocito del cuerpo calloso de
la rata postnatal, contribuyendo de esta manera, a entender el papel que desempefia la
interaccidn angiotensina-receptor, en los astrocitos de esta region del sistema nervioso

central.
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Materiales y métodos
. Cultivos gliales

Los cultivos gliales (astrocitos) se realizaron de la siguiente manera. Ratas Wistar
recién nacidas y de tres semanas de edad fueron decapitadas con una guillotina (Stoelting,
EU) y rapidamente se les extrajo el cerebro (~1 min/rata). Este se deposito en una solucién
fria (SF) (4-10 °C) compuesta de (en mM): 118 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 KH,POy4, 2.5 CaCl,,
1.17 MgSO0s, 5.6 glucosa, 25 NaHCOs a pH = 7, contenida en una caja de Petri estéril de 35
mm de didmetro. Después, bajo campana de flujo laminar (Industrias Alder, México), se
obtuvo del cerebro aislado una rebanada que contenia el fragmento central del CC (FCCC).
Dicha rebanada fue depositada en la SF en otra caja de Petri. El FCCC fue extraido
mecanicamente con la utilizacion de material de diseccion. Una vez obtenido el FCCC se
deposito en una caja de Petri con SF.

En un estereomicroscopio (Stemi 1000, Zeiss), el pequefio FCCC obtenido
anteriormente, fue cortado en trozos mas pequeios con agujas de insulina estériles. Los
trocitos tejido fueron transferidos con una micropipeta Gilson (capacidad de 1 mL) a un
tubo Eppendorf estéril, el cual contenia 1.5 mL de SF. Con una pipeta Pasteur estéril
[previamente tratada con sigmacote (Sigma)], sumergida en la SF, los pequenos trozos se
succionaron y arrojaron ~30 veces a la SF (con la finalidad de disgregar lo mas posible las
células presentes en dichos trozos de tejido). Después, una alicuota de 500 uL de SF (la
cual contenia células disociadas en suspension, <1000 células/mL), fue depositada sobre la
superficie de un portaobjetos (previamente cuadriculado con una punta de diamante y
tratado con poli-L-ornitina) contenido en una caja de Petri estéril. Después de 2 min de

haber colocado la alicuota, se agregaron a la caja de Petri 2 mL del medio NB con la
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siguiente composicion: Medio Neurobasal con 10% de suero fetal bovino, penicilina (100
U/mL), estreptomicina (100 ug/mL), L-glutamina 0.5 mM y suplemento G5 (que es un
factor trofico especifico para el crecimiento de astrocitos). El cultivo obtenido, se incubd a
37°C en una atmoésfera himeda con 5% de bidxido de carbono (CO;). Transcurrido el
primer dia de cultivo, el medio anterior fue sustituido bajo campana de flujo laminar, por el
medio NB-GS5 libre de suero fetal bovino (con la misma composicion del medio NB, a
excepcion del suero). El medio NB-G5 se cambi6 cada 4 dias.

Para confirmar que las células cultivadas eran astrocitos, se realizd una técnica
inmunocitoquimica (ver Inmunocitoquimica) contra la proteina acidico-glio-fibrilar (GFAP,
por sus siglas en inglés), caracteristica presente en astrocito maduro (Bottenstein y Sato,

1985).

. Inmunocitoquimica

El ensayo inmunocitoquimico se realizd contra GFAP o contra el receptor AT, en
los cultivos celulares, como se describe a continuacion:
Células cultivadas (CC), las cuales estaban adheridas en un portaobjetos (ver Cultivos
celulares), se utilizaron vivas para el estudio inmunocitoquimico. Las CC se colocaron en
una solucion bloqueadora [SB: SRE (ver Soluciones) + 10% de suero de caballo] en una
atmosfera himeda por 45 min en la oscuridad. Después se les agreg6 el anticuerpo primario
contra GFAP (anti-GFAP, DiaSorin, USA) o contra el receptor AT, (anti-AT; N-10, Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) diluido (1:150) en SB por toda la noche. Al otro dia, las CC se
sometieron a una serie de tres lavados con SRE por 9 min (cada lavado tuvo una duracion
de 3 min). En seguida, las CC se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (anti-IgG-ITF, Sigma, USA) o con cianometil indiocianina

(anti-IgG-CY3) diluido (1:250 o 1:500, respectivamente) en SB por 1 h en la oscuridad,
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para después lavarlas con SRE, como se describid anteriormente. A continuacion, las CC se
colocaron en un portaobjetos con SRE y se trasladaron al microscopio para observar los
resultados y obtener las imagenes. Las CC fueron estudiadas bajo el microscopio de
fluorescencia, para visualizar al isotiocianato de fluoresceina (488 nm) o cianometil
indiocianina (550 nm) y determinar el nimero de células inmunoreactivas. De las imagenes
obtenidas se estimo6 el porcentaje celular inmunoreactivo {[(nimero de células totales
menos el nimero de células no inmunoreactivas)/(numero de células totales)] x 100}. El

ensayo se realiz6 tres veces.

. Electrofisiologia

El equipo electrofisioldgico consiste de un medio de perfusion para las soluciones
extracelulares; una camara de vidrio (capacidad de 200 uwL) para la perfusion de las
soluciones extracelulares; y electronica (amplificador, osciloscopio, microscopio, computo,
grabadora y cintas).

Con el fin de caracterizar el tipo de receptor a Ang II presente en los astrocitos
cultivados, a continuacion se describe como se registraron las corrientes ionicas inducidas
por la Ang II.

Un fragmento del portaobjetos en el que se cultivaron las células, fue removido del cultivo
celular (bajo campana de flujo laminar) en diferentes dias de cultivo y se depositd en
solucion para registro electrofisiolégico (SRE) contenida en una caja de Petri estéril (ver
Soluciones). Dicho fragmento fue sumergido en la cdmara de registro electrofisioldgico, la
cual estaba constantemente perfundida por SRE. Dado lo anterior, las células se registraron
eléctricamente mediante la técnica de fijacion de voltaje en la configuracion de célula

completa (Hamill ez al., 1981).
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Brevemente: en un microscopio invertido (Olympus IX70, Japon), se colocod una pipeta
llena de solucién de registro intracelular (SRI) (ver Soluciones) en contacto con un
electrodo de plata clorurado, sobre la superficie de la membrana plasmatica de la célula que
estaba siendo perfundida por la SRE (ver Figura 7), para llevar a cabo la fijacion de voltaje.
Esto ultimo se logré aplicando sobre la membrana celular, una presion negativa a través de
la pipeta de registro, con la intencién de romper el area de membrana que estaba debajo de
la pipeta de registro. De esta manera se consigui6 acceso al interior de la célula y se fij6 el
voltaje transmembranal a —60 mV. Es importante sefialar que un electrodo de referencia
estaba sumergido en la SRE para que se cerrase el circuito eléctrico. Dado lo anterior, se
procedid a registrar las corrientes i0nicas inducidas por la Ang II, en diferentes dias de

cultivo celular.

A

Figura 7. Célula sujeta a fijacion del voltaje. Célula cultivada del cuerpo calloso de la rata,
a la cual se le coloco en la superficie de la membrana plasmaética, una pipeta de borosilicato
con la intencion de fijarle el voltaje transmembranal, para conocer sus caracteristicas
eléctricas y el tipo de receptor a Ang II que expresaba. Barra de calibracion, 6 pm.

Los protocolos de experimento consistieron en lo siguiente: 1) la célula colocada en

la camara de registro, a la cual se le fijaba el voltaje, se bafiaba constantemente con SRE y
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¢sta se cambiaba por SRE que contenia solubilizada a la sustancia de interés (Ang 11, CGP-
42112A 6 ZD7511) por un tiempo determinado (ver Resultados). Si la célula respondia
eléctricamente a la perfusion de la sustancia aplicada, se lavaba la solucion anterior
bafiando a la célula con SRE. Después de un tiempo se aplicaba SRE + agonista y
antagonista solubilizados, si la célula no presentaba una respuesta eléctrica, se lavaba la
solucion anterior bafiando a la célula con SRE. Después de lavarse la solucion, se aplicaba
de nuevo la sustancia de interés (Ang II), para verificar si la respuesta habia sido bloqueada
por el antagonista; 2) a las células se le aplicaban tres rampas de voltaje (ver mas abajo las
caracteristicas de las rampas de voltaje), una antes de la aplicacion de la Ang 11, la segunda
rampa durante la respuesta que inducia la Ang Il y la ultima rampa, después de lavarse la
respuesta. Con la finalidad de conocer qué tipo de iones participaban en la respuesta
eléctrica inducida por la Ang II.

Los registros electrofisiologicos se realizaron con un amplificador Axopatch 200B
conectado a una computadora que sirvié como generador de pulsos y rampas de voltaje.
Las corrientes registradas se filtraron a 5 KHz y almacenaron en tiempo real, en cintas
digitales utilizando una grabadora (Sony, DTC 790). Las sefiales se digitalizaron a 100 Hz
usando un convertidor analogico digital 1200 (Axon Instruments), las cuales se analizaron
con los programas de Axoscope 8.2, Origin 4.1 y Pclamp 8.2. La informaciéon generada
sirvio para construir los registros de la corriente inducida en funcién del tiempo; y relacion
corriente-voltaje, para la determinacion del i6n responsable de la corriente inducida por
Ang II. Ademas, se registro el potencial de reposo de la célula rdpidamente después de
tener acceso con la pipeta de registro al interior de la célula, y también la capacitancia de la

membrana (Cm) celular.
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El potencial de reposo de la célula, se obtiene después de romper la membrana
celular para llevar a cabo la fijacion de voltaje. Brevemente, se fija en cero la corriente en
el osciloscopio, después de formar el parche y romper la membrana de la célula con la
pipeta de registro, la corriente en el osciloscopio da un salto, generalmente en sentido
positivo, y de esta manera, se fija gradualmente el voltaje transmembranal, hasta alcanzar
de nuevo la corriente cero en el osciloscopio. Dado este evento, el amplificador indica el
potencial de reposo de la célula.

Por otro lado, la Cy, se obtiene de la ecuacion que describe la relacion que hay entre
T y la resistencia y capacitancia de la membrana celular (t = RC,,). En donde T es la
constante de tiempo de la membrana y representa el 63% de decaimiento del cambio de
voltaje transmembranal y R, es la resistencia de la membrana. Brevemente: a través de un
pulso de voltaje de 5 mV (generado por la computadora) aplicado a la célula que se le fija
el voltaje, el equipo de registro eléctrico genera un valor para T y R, de tal suerte que la
razén de Ty R indica el valor de la Cy, (Cy, = T/R).

El potencial de inversion se determin6 utilizando un protocolo de rampas de voltaje
a partir de —60 mV (por la fijacion de voltaje en la célula), que barria de -120 a 80 mV en 1
s. El protocolo se aplico antes, durante y después de la perfusion de las soluciones de
interés, antes mencionadas. La corriente neta inducida por la Ang II o el CGP-42112A (ver
mas adelante), se obtuvo de la resta de la corriente generada en presencia de la Ang I1 o el
CGP-42112A y de la corriente inducida por la rampa control. Es importante hacer notar,
que la pendiente de la curva de corriente generada por las rampas de voltaje, es igual a la

conductancia de la membrana celular. Las substancias de interés se perfundieron
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solubilizadas en la SRE a un flujo de 4 mL/min. Los datos obtenidos se analizaron
estadisticamente con Origin 4.1 y representan la media =+ error estandar.

El antagonista ZD 7155 y el CGP-42112A, permitieron la caracterizacién del
receptor expresado en el astrocito cultivado. Estos presentan una alta afinidad por los
receptores del tipo AT, y AT,, respectivamente (Robertson, 1998). La concentracion de la
sustancia que inhibe el 50% de la respuesta (ICsp) es de 3.8 y 0.5 nM para ZD 7155y
CGP-42112A, respectivamente.

La técnica electrofisiolégica brevemente descrita, permite el control de las
soluciones que se perfunden a las células y las que contiene la SRI. En este sentido, el
potencial de inversion de la corriente ionica inducida por la Ang II, sugiere qué tipo de i6n
es el responsable de la corriente observada, dado que se conocen los potenciales de
equilibrio de K*, Na®, CI' y Ca®" en el sistema, el cual es alrededor de —80, 80, cero y 150
mV, respectivamente.

. Soluciones

La SRE que bana a las células en la cdmara de perfusion, estaba compuesta de (en
mM): 150 NacCl, 5.4 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 5 HEPES y 10 glucosa. El pH se ajusté a 7.2
con NaOH.

Para los experimentos en que se modifico el potencial de inversion de potasio de -80
a -30 mV, se utilizé (en mM): 110 NaCl, 40 KCI, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 5 HEPES, 10 glucosa
y el pH se ajustd a 7.2 con NaOH.

Para bloquear corrientes de potasio se utilizo la siguiente solucion extracelular para
banar a las células (en mM): 130 NaCl, 20 CI-TEA, 5.4 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 5 HEPES,

10 glucosa y el pH se ajust6 a 7.2 con NaOH.
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Las pipetas de registro se construyeron con un estirador de capilares (Sutter
Instruments P-97, USA), las cuales se llenaron con la SRI compuesta de (en mM): 140
KCl, 5 NaCl, 0.5 CaCl,, 10 EGTA, 1 MgCl,, 10 HEPES, 3 ATP-Mg”" y 0.4 GTP-Na"
(Berger et al., 1991) y presentaron una resistencia de 4-6 MQ. El pH se ajust6 a 7.2 con

KOBH.
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Resultados
. Cultivos celulares
Las células cultivadas presentaron una morfologia muy diversa (ver Figura 7, 8, 9 y
10) y aunque por lo general proyectaban al menos dos prolongaciones del soma celular,

¢stos daban ramificaciones en todas direcciones (Figura 9).

Figura 8. Células del cuerpo calloso de la rata recién nacida al noveno dia de cultivo.
Fotografia digital tomada en contraste de fases (CF, 40x) que muestra seis células vivas.
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Figura 9. Células del cuerpo calloso de ratas recién nacidas al sexto dia de cultivo. La
fotografia digital tomada en contraste de fases (CF, 40x) muestra dos células vivas que
presentan al menos dos prolongaciones del soma celular (estructura con mas brillo). Barra
de calibracién, 10 um.

Figura 10. Células del cuerpo calloso de ratas recién nacidas al sexto dia de cultivo. La
fotografia digital tomada en contraste de fases (CF, 20x) muestra dos células vivas que
presentan al menos dos prolongaciones del soma celular (estructura con mas brillo).
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Para realizar los registros electrofisiologicos, a las células se les colocaba la pipeta
de registro encima del soma celular (Figura 7).
. Inmunocitoquimica
Las células cultivadas dieron una marca positiva ante el ensayo inmunocitoquimico
contra GFAP (>90% de las células) (ver Figura 11), confirmando la identidad de las células

como astrocitos.
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Figura 11. Células positivas a GFAP. En A4 se observa una fotografia digital tomada en
contraste de fases (CF, 10x), a células confluentes del cuerpo calloso de la rata recién
nacida al quincuagésimo dia de cultivo. En B se observa la misma imagen que en A4,
mostrando la inmunoreaccion positiva en la mayoria de las células cultivadas. C muestra el
experimento control (CF, 10x) y D, células control, a las cuales no se les incubd con el
anticuerpo primario y no dieron marca positiva ante el ensayo inmunocitoquimico. 4, B, C
y D, barra de calibracion, 50 pm.
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Dado que los resultados electrofisiologicos (ver més abajo: Electrofisiologia)
mostraron que las células cultivadas expresan receptores AT, se decidio realizar un ensayo
inmunocitoquimico contra el receptor AT;, para conocer si la proteina estaba siendo
expresada por las células en cultivo, ya que Fogarty y Matute (2001) han descrito que las
células del CC humano y bovino adultos, expresan el receptor AT,. Sin embargo, la Figura
12 muestra que las células cultivadas no mostraron una marca positiva ante el ensayo
inmunocitoquimico contra el receptor AT; en ratas recién nacidas. Este resultado
complementa a los resultados electrofisiologicos que indican la presencia del receptor AT,
en las células del CC de la rata. Es importante mencionar que los cultivos del CC de ratas
de tres semanas de edad no fueron inmunoreactivas al ensayo inmunocitoquimico contra el

receptor AT.

. Electrofisiologia

Los astrocitos se registraron del cuarto al décimo tercer dia de cultivo,
encontrandose que el porcentaje celular que respondi6 eléctricamente a la aplicacion de
Ang 1II, no dependi6 del dia en que se realizo el registro [estadistica no paramétrica, Xz(g), a
=0.001].

» Astrocitos del cuerpo calloso de ratas recién nacidas

Los astrocitos presentaron una capacitancia promedio de 13 = 1 pF de un intervalo
de 2 a 35 pF (n = 37). Asi como un potencial de reposo promedio de -44 = 2 mV de un

intervalo de -80 a -13 mV (n = 46).
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Figura 12. Células confluentes del cuerpo calloso de ratas recién nacidas al quincuagésimo
dia de cultivo. A4, fotografia digital tomada en contraste de fases (CF, 10x). B, misma
imagen que en A, mostrando que las células no dieron una marca positiva contra el receptor
AT;. C, experimento control (CF, 10x) y D, células control, las cuales no se incubaron con
el anticuerpo primario y no dieron una marca positiva ante el ensayo inmunocitoquimico.
A, B, Cy D, barra de calibracion, 50 um.

La aplicacion de 1 uM Ang II a 169 células registradas eléctricamente, revel6 que el
27.8% respondid con una corriente entrante de 113 = 15 pA (n = 47) y sdlo el 4.1%, con
una corriente saliente de 66 = 20 pA (n = 7). El resto de las células no respondio.

Las corrientes entrantes se presentaron con mas frecuencia (47/169), encontrandose
dos tipos: corrientes que decayeron (Figura 13) y corrientes que se mantuvieron (Figura 14)
en presencia de la Ang II.

En la Figura 13 se observa una corriente entrante de 150 pA inducida por la Ang II

en un astrocito cultivado, que regresa a la corriente basal después de que la Ang II se retir6
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de la camara de perfusion. Sin embargo, notese que la respuesta decae en presencia de la
Ang II. Dicha respuesta indica que la Ang II activd a receptores de la membrana
plasmatica, que cambiaron la conductancia de la membrana celular por un tiempo de 35 s.

Este evento se obtuvo en tres células registradas.

1 uM Ang II

50 pA

25s

Figura 13. Corriente entrante inducida por la Ang II en un astrocito del cuerpo calloso de
ratas recién nacidas al sexto dia de cultivo. La barra indica el tiempo de aplicacion de la
Ang II.

En la Figura 14 se muestra una respuesta eléctrica que evocod la Ang II
(representativa de 12 células). En esta ocasion, la corriente entrante originada fue 250 pA'y
tardo 1.2 min en recuperar la linea basal. Notese que la corriente se mantuvo mientras la

Ang II estaba en el bafio de perfusion.
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Figura 14. Corriente idnica inducida por Ang II en un astrocito del cuerpo calloso de ratas
recién nacidas al cuarto dia de cultivo y relacion corriente-voltaje. En A: las flechas hacia
arriba y abajo indican el tiempo de aplicacion y remocion de Ang II; a y b: rampas
aplicadas durante la corriente generada por Ang II. En las Figuras donde se muestran
rampas ctrl, rec y dif, significan: rampa control, rampa de recuperacion y corriente neta,
respectivamente. En B: las relaciones corriente-voltaje se obtuvieron de las rampas de
voltaje aplicadas a los astrocitos; rampa control y de recuperacion (ctrly rec,
respectivamente), las cuales se registraron en solucion extracelular; rampa durante la
corriente generada por la Ang II (Ang II). La corriente neta generada por la Ang II (dif) se
obtuvo al substraer ctrl y Ang II.

La aplicacion de rampas de voltaje en los astrocitos, revel6d que la Ang II indujo en
el 85% de las células (n = 14), una reduccidn en las magnitudes de las corrientes generadas

por las rampas de voltaje y en consecuencia de esto, una disminucion de la conductancia en
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la membrana celular (Figura 14); mientras que en el resto de las células (15%), a ambas
caracteristicas las incremento (Figura 15).

La disminucién de la magnitud de las corrientes generadas por las rampas de voltaje
se observa en la Figura 14B. La rampa control generd una corriente maxima de 3060 pA a
un voltaje de 80 mV (Figura 14B, ctrl), mientras que durante la corriente entrante inducida
por la Ang II, las rampas generaron corrientes de 1420 y 1135 pA (al mismo voltaje, 80
mV), alrededor de un 43% menores (diferencia entre el pico de la corriente control y el de
Ang II) que aquella de la rampa control.

El andlisis de las corrientes generadas por las rampas de voltaje mostrd que la Ang
IT modifico el potencial de inversion de la corriente de -60 a -25 mV (Figura 14B, ctrl, Ang
1), redujo la magnitud de las corrientes y en consecuencia la conductancia de la membrana
celular (Figura 14B, ctrl, Ang II) y reveld que la corriente neta presentd una pendiente
negativa que no invirtio en el intervalo de -120 a 80 mV (Figura 14B, dif).

En la Figura 15A se observa una corriente de 160 pA inducida por la Ang II. En este
astrocito, la Ang II incremento la magnitud de la corriente, ya que la rampa control generd
una corriente maxima de 183 pA a 80 mV, mientras que durante la corriente activada por la
Ang II, fue de 335 pA (90% mas grande que la control).

El anélisis de las corrientes generadas por las rampas de voltaje (Figura 15B), reveld
que la Ang II no modifico el potencial de inversion de la corriente (permanecio en -60 mV),
ademas incremento la conductancia de la membrana celular y revelo que la corriente neta
presento tres tipos de conductancias, dos positivas en el intervalo de -100 a -30 mV y de
cero a 60 mV, y una negativa en el intervalo de -30 a cero mV. Notese que el astrocito

mostrd una recuperacion parcial del 65% con respecto a la corriente control.
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Figura 15. Respuesta eléctrica inducida por la Ang II en un astrocito del cuerpo calloso al
sexto dia de cultivo. En A y B: todo se realizé de manera semejante que en la Figura 14,
excepto en A: Ang II indica la rampa aplicada durante la corriente generada por la Ang I 'y
en B, las rampas de voltaje barrieron de -100 a 60 mV en 1 s.

Las condiciones experimentales no permitieron caracterizar a profundidad los
efectos producidos por la Ang II en los astrocitos del CC de la rata recién nacida. Por lo
tanto, se decidieron realizar dos experimentos para investigarlo: primero se redujo el
gradiente quimico del potasio para conocer si esta disminucion, modificaba las corrientes
generadas por las rampa de voltaje y segundo, se tratdé de mimetizar el efecto producido por

la Ang II en los astrocitos con 20 mM TEA [bloqueador de canales de potasio (Hille,
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2001)], ya que la literatura senala, que la Ang II modula la actividad de los canales de
potasio de rectificacion tardia (Zhu et al., 1999; 200), efecto observado en los astrocitos
cultivados (Figura 14B, ctrl).

En la Figura 16 se muestra que la modificacion del gradiente quimico del potasio,
impacta la magnitud de la corriente generada por las rampas de voltaje, en el intervalo de -
30 a 80 mV, reduciéndola (diferencia entre la corriente control y la generada en presencia
de solucion extracelular, 40 mM KCl) en un 25% (n = 5), ya que el cambio del potencial de
equilibrio del potasio de -80 a -30 mV, produjo que la fuerza impulsora fuera menor para
este 16n. Ademas la Figura 17 muestra que el TEA redujo (diferencia entre la corriente
control y la generada en presencia del TEA) 44% la magnitud de la corriente generada por
las rampas de voltaje en el intervalo de -30 a 80 mV (n = 8). Sefialando que en ambos
experimentos, las rampas de voltaje activaron corrientes de potasio en los astrocitos
cultivados del CC.

Las corrientes salientes fueron menos abundantes (n = 4) y por lo tanto, sélo se
muestra un registro representativo (Figura 18). Cabe sefalar que este experimento indico la
presencia del receptor AT, en el astrocito cultivado (ver mas adelante).

Los resultados descritos anteriormente, dieron pauta para explorar si las respuestas
eran inducidas por diferentes receptores de Ang II. Para ello, se utiliz6 CGP-42112A y el
ZD7511 (es importante mencionar que el CGP42112A es considerado en la literatura, como
agonista y antagonista de los receptores AT, y se mostrard mas adelante, que en los
resultados obtenidos en los astrocitos cultivados, esta sustancia indujo ambos efectos)

(Robertson, 1998; revisado en Ferguson et al., 2001).
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Figura 16. Corrientes idnicas generadas por rampas de voltaje a dos potenciales de
equilibrio para el potasio. Exk+ = -80 mV y Ex+ = -30 mV, indican que el potencial de
inversion de potasio estd alrededor de -80 mV y -30 mV, respectivamente. El registro se
realizd al sexto dia de cultivo y es representativo de cinco astrocitos del cuerpo calloso de
ratas recién nacidas.

Los astrocitos en cultivo del CC de la rata recién nacida expresaron el receptor AT,
(n = 7). Es importante mencionar que las células no mostraron ningun efecto ante el
antagonista ZD7511. En la Figura 19 se muestra la presencia del receptor AT,. En este
registro, la Ang II indujo corrientes entrantes de 47 y 57 pA (Figura 19, A, C). Sin
embargo, la coaplicacion de la Ang [T y CGP-42112A, no generd respuesta (Figura 19, B).
Después de lavarse, la aplicacion de Ang II en la célula, generd el mismo tipo de repuesta
primeramente inducida por la Ang II, la cual fue reducida inmediatamente por la
coaplicacion de Ang Il y CGP-42112A (Figura 19, D). Notese que la duracion de la

corriente dependi6 de la presencia de la Ang II. Este resultado sugiere fuertemente que la
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corriente que gener6 la Ang II fue mediada por el receptor AT,, ya que el CGP-42112A

bloqued la respuesta.

L(pA)
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Figura 17. Corrientes de potasio sensibles a TEA generadas por rampas de voltaje. Las
relaciones corriente-voltaje se generaron de la rampa control (ctrl) (evocada en el astrocito
durante el bafio con solucidon extracelular) y la rampa en presencia de TEA (TEA)
(generada en el astrocito mientras se baiid con solucidon extracelular + 20 mM TEA). El
registro se realizé al octavo dia de cultivo y es representativo de ocho astrocitos cultivados
del cuerpo calloso de la rata.

> Ratas de tres semanas de edad

Los astrocitos presentaron una capacitancia promedio de 11.8 = 0.7 pF de un
intervalo de 8 a 15.9 pF (n = 5). Asi como un potencial de reposo promedio de -47 = 2.8

mV de un intervalo de -62 a -15 mV (n = 21).
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Figura 18. Corriente saliente inducida por la Ang Il y el CGP-42112A en un astrocito del
cuerpo calloso de ratas recién nacidas al cuarto dia de cultivo. El registro electrofisiologico
muestra dos corrientes salientes inducidas por la aplicacion de CGP-42112A (barra
punteada) y Ang II (barra continua). Ambas sustancias evocaron una corriente de 37 pA.

La aplicaciéon de 1 uM Ang II a 54 astrocitos, reveld que el 22.2% respondi6 con
una corriente entrante de 399 = 213.6 pA (n = 12) y sélo una célula respondié con una
respuesta saliente de 90 pA. El resto celular no respondio.

Es importante mencionar que la magnitud de las corrientes inducidas por la Ang II, se
mantuvo hasta que ésta se retir6d de la camara de perfusion.

Los astrocitos cultivados del CC de la rata de tres semanas de edad, expresaron

receptores de Ang II, predominantemente del tipo AT, (n = 2) (Figura 20).
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Figura 19. Efectos del CGP-42112A sobre las corrientes entrantes evocadas por la Ang II,
en astrocitos del cuerpo calloso de ratas recién nacidas al quinto dia de cultivo. La barra
continua y punteada, indican el tiempo y la aplicacion de Ang II y CGP-42112A,
respectivamente.

En la Figura 20 se muestra que el CGP-42112A indujo una corriente entrante de 400
pA (Figura 20, C). Asimismo, la coaplicaciéon de la Ang Il y ZD7511, evocaron una
corriente de 800 pA (Figura 20, D) y dado que el ZD7511 no antagonizo6 la respuesta
eléctrica, el registro indicd que los receptores AT, activaron la corriente entrante en el
astrocito. Es importante mencionar que la coaplicacion de la Ang 11y el ZD7511 indujeron
una mayor corriente que el CGP42112A (Figura 20), lo cual podria esperarse, ya que la

concentracion de Ang II usada fue 50 veces mayor que la del CGP-42112A. Ademas el

analisis de las rampas de voltaje (Figura 20) reveld eventos semejantes a los obtenidos en
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astrocitos en cultivo del CC de ratas recién nacidas. Es decir, la rampa control gener6 una
corriente 5220 pA a 80 mV, mientras que en presencia de CGP-42112A, la corriente se
redujo 6% (4920 pA al mismo voltaje) (Figura 20, ctrl, CGP-42112A). Nétese que durante
la coaplicacion de Ang Il y ZD7511, la corriente incrementd 16% (6080 pA a 80 mV)
(Figura 20, Ang I11+ZD7511) comparada con aquella de la rampa control, sugiriendo
distintos efectos inducidos por estas sustancias en la célula (n = 2).

El CGP-42112A al igual que la Ang II, modifico el potencial de inversion de la
corriente control de -62 a -43 y -36 mV, respectivamente (Figura 20, ctrl, rec, CGP-
42112A, Ang 11+7ZD7511). Notese que la corriente control presentd tres potenciales de
inversion, -116, -92 y -62 mV, asi como la corriente de recuperacion, -112, -101 y -62 mV).

La corriente generada en presencia del CGP-42112A, mostr6é una pendiente mayor
de -120 a 20 mV, y una menor de 20 a 80 mV, comparada con la pendiente de la corriente
control. Ademas, el CGP-42112A gener6 una corriente neta que presentd dos potenciales
de inversion, -26 y 32 mV, como ademas dos tipos de conductancias, una positiva de -120 a
10 mV y una negativa de 10 a 80 mV (Figura 20, dif}); mientras que la coaplicacién de
Ang Iy ZD7511 s6lo mostrd una conductancia positiva de -120 a 80 mV (Figura 20, dif5).

Los resultados descritos previamente, indicaron que los astrocitos cultivados del CC
de la rata de tres semanas de edad, mostraron respuestas similares a las obtenidas en los
astrocitos cultivados del CC de la rata recién nacida, sugiriendo que las respuestas fueron
inducidas predominantemente por la activacion de receptores del tipo AT, y ademas, que la
magnitud de las corrientes obtenidas fueron mayores en los cultivos del CC de ratas de tres

semanas de edad en comparacion con las recién nacidas.
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Figura 20. Corrientes entrantes inducidas por CGP-42112A y Ang II, en un astrocito del
cuerpo calloso de la rata de tres semanas de edad, al noveno dia de cultivo. En A: Las
flechas hacia arriba y hacia abajo, indican el momento de la aplicacion y remocion de las
sustancias, respectivamente; ctrly y ctrly, sefialan rampas de voltaje control aplicadas
durante el bafio de solucion extracelular. En B: relaciones corriente-voltaje obtenidas de las
rampas ctrl; y CGP-42112A; dif;, efecto neto generado por el CGP-42112A. En C:
relaciones corriente-voltaje obtenidas de las rampas ctrl; y Ang II; dif;, efecto neto
generado por la Ang II.
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Discusion

Las células cultivadas del CC de ratas recién nacidas y tres semanas de edad
presentaron morfologias celulares tipicas de astrocitos en cultivo (Bottenstein y Sato, 1985)
y el ensayo inmunocitoquimico, revel6 la identidad de las células como astrocitos.

Los astrocitos del CC de ratas recién nacidas y tres semanas de edad, mostraron una
capacitancia de membrana menor que las obtenidas en los astrocitos presentes en rebanadas
de corteza cerebral, cerebelo, hipocampo y espina dorsal, ya que estos presentaron una
capacitancia promedio, en diferentes estadios del desarrollo de la rata, de 34.3, 59, 24-36 y
39.6 pF, respectivamente (Bordey y Sontheimer, 2002). Sin embargo, el potencial de
reposo de los astrocitos cultivados fue similar a aquél obtenido de células en rebanadas del
cuerpo calloso del raton (Berger et al., 1991). Estas diferencias se podrian explicar por las
diferentes caracteristicas intrinsecas que existen entre las células en cultivo y las que estan
en una rebanada de cerebro (e.g. confluencias celulares). Ademas, el porcentaje celular
(~20%) que respondi6 a la Ang II, fue similar al observado con técnicas que permiten
visualizar incrementos de calcio intracelular, en células del CC del raton postnatal
(Bernstein et al., 1996).

Las magnitudes de las corrientes entrantes inducidas por la Ang II en los astrocitos
del CC de la rata, fueron similares a aquellas obtenidas de motoneuronas (-128 + 31 pA) de
la espina dorsal de la rata (ubicadas en la VIII y IX lamina de Rexed) (Oz y Renaud, 2001).
Ademas en esas motoneuronas, la Ang II (diferencia entre el pico de corriente control y el
inducido por la Ang II) indujo una reduccién en la conductancia de la membrana celular
menor, que aquella obtenida en los cultivos celulares del CC de la rata recién nacida (19.1 y

38%, respectivamente). De hecho, el mayor efecto inducido por la Ang II en los astrocitos
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cultivados del CC de la rata, fue la reduccion de corrientes de potasio y en consecuencia de
esto, se observo una reduccion en la conductancia de la membrana celular, probablemente
debida a la activacion de receptores AT, mas que de receptores AT;. Dado que los
experimentos farmacologicos, sugieren que los astrocitos expresaron principalmente
receptores AT,. Este argumento se apoya en el antagonismo del CGP-42112A en cinco
astrocitos cultivados del CC de ratas recién nacidas; ademas de que en los cultivos celulares
de ratas de tres semanas de edad, esa misma sustancia fue capaz de inducir respuestas
eléctricas (n = 2) y el ZD7511 no pudo bloquear las respuestas inducidas por la Ang II [se
debe mencionar que existe una controversia en cuanto a los efectos del CGP-42112A, ya
que algunas veces el compuesto actiia como agonista o antagonista (Roberson, 1998;
Ferguson et al., 2001); notese que el CGP-42112A mostré ambos efectos en las células
cultivadas].

La disminucion de corrientes de potasio por la Ang II ha sido descrita anteriormente
en neuronas del hipotalamo y tallo cerebral de la rata (Gelband ef al., 1999; Pan et al.,
2001). Ademas, los efectos netos inducidos por la Ang II en la conductancia de la
membrana celular, son similares a los descritos en neuronas del cuerno ventral de la médula
espinal de la rata (Oz y Renaud, 2001). Ambos efectos, la reduccién de corrientes de
potasio y la disminucién en la conductancia de la membrana celular, han sido descritos
como resultado de la activacion del receptor AT; en varias regiones del SNC de la rata,
como en el hipotdlamo, en los nlcleos paraventricular y supradptico, en el o6rgano
subfornical y en el tallo cerebral (Sumners y Gelband, 1998; Gelband et al., 1999; Pan et
al., 2001). Indicando que la Ang II puede inducir eventos semejantes en astrocitos y

neuronas, aparentemente a través de diferentes receptores, al menos en esas areas del
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cerebro, en comparacion con los resultados obtenidos de los cultivos celulares del CC de la
rata postnatal.

La activacion de los receptores AT, estimula la actividad de la fosfolipasa A, y
como consecuencia, se produce la liberacion del 4cido araquidonico y sus metabolitos (e.g.
prostaglandinas) (Sumners y Gelband, 1998). Estos ultimos son capaces de modular la
actividad de canales de potasio de rectificacion tardia, como en neuronas del tallo cerebral
(Zhu et al., 2000). Sin embargo, se ha descrito que ese tipo de corriente disminuye en
neuronas del hipotdlamo, como consecuencia de la activacion de los receptores AT, (Zhu et
al., 1999). Al parecer la activacion de los receptores AT, en los astrocitos del CC de la rata,
induce un efecto opuesto al producido en las neuronas del tallo cerebral, dado que
disminuye las corrientes de potasio de rectificacion tardia. Este tipo de respuesta es posible
que se produzca por los metabolitos del acido araquidénico, ya que se ha descrito la
presencia de la fosfolipasa A, en astrocitos fibrosos del CC de raton (Lautens et al., 1998).
Ademas, es posible que el bajo porcentaje celular de astrocitos que responde a la Ang II en
el CC de la rata, esté relacionado con lo descrito en astrocitos del tallo cerebral del raton
(Lautens et al., 1998). Ya que dicha evidencia sefala que algunas fibras de los astrocitos,
inmunoreactivas a la fosfolipasa A,, rodean a bazos sanguineos, circunstancia que podria
estar sucediendo en el CC de la rata (Fogarty y Matute, 2001). De esta manera, los
astrocitos que estan en contacto con las venas en el CC, serian capaces de interactuar con la
Ang II cerebral (Phillips ef al., 1993). Permitiendo que el receptor AT, (sin descartar al
receptor AT)) presente en los astrocitos, se active y se lleve a cabo una comunicacion entre
estas dos entidades celulares dentro de esta comisura. Aunque una mayor investigacion es
necesaria para comprobar dichas hipotesis y asi conocer cual es el impacto fisioldgico de

los receptores de la Ang I en el CC, en el desarrollo de la rata.
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Conclusiones

El presente trabajo mostrd que los astrocitos en cultivo del CC de la rata, dieron
marca positiva al anticuerpo anti-GFAP (>90 %), y que presentaron receptores para la Ang
IT del tipo AT, (n = 7). El principal efecto que indujo la Ang II en los astrocitos fue una
reduccion de las corrientes de potasio, la cual afectdé la conductancia de la membrana
celular, disminuyéndola. Sin embargo los registros sefialaron que la Ang II indujo otro tipo
de corrientes en los astrocitos del CC de la rata postnatal, que no pudieron ser
caracterizados por el bajo porcentaje celular que respondié a la Ang II, ademas de la
variabilidad de las respuestas en las células, sobre todo en los astrocitos cultivados del CC
de la rata de tres semana de edad.

El trabajo de investigacion generd informacioén acerca de las caracteristicas
eléctricas que indujo la Ang II en los astrocitos del CC de la rata postnatal, sugiriendo que
la Ang II debe de funcionar como un transmisor de informacion para los astrocitos en el CC
de la rata, el cual produce que las células modifiquen la conductancia de la membrana
celular, evitando el flujo de iones potasio. El significado de esto, del mensaje y cudl es la
relevancia de lo antes mencionado en la fisiologia de los astrocitos del CC de la rata y mas
aun, de las sefiales o mensajes que se generan en las células gliales y neuronales del CC

hacia el SNC, quedan por investigarse.
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Conclusiones

El presente trabajo mostrd que los astrocitos en cultivo del CC de la rata, dieron
marca positiva al anticuerpo anti-GFAP (>90 %), y que presentaron receptores para la Ang
IT del tipo AT, (n = 7). El principal efecto que indujo la Ang II en los astrocitos fue una
reduccion de las corrientes de potasio, la cual afectdé la conductancia de la membrana
celular, disminuyéndola. Sin embargo los registros sefialaron que la Ang II indujo otro tipo
de corrientes en los astrocitos del CC de la rata postnatal, que no pudieron ser
caracterizados por el bajo porcentaje celular que respondié a la Ang II, ademas de la
variabilidad de las respuestas en las células, sobre todo en los astrocitos cultivados del CC
de la rata de tres semana de edad.

El trabajo de investigacion generd informacioén acerca de las caracteristicas
eléctricas que indujo la Ang II en los astrocitos del CC de la rata postnatal, sugiriendo que
la Ang II debe de funcionar como un transmisor de informacion para los astrocitos en el CC
de la rata, el cual produce que las células modifiquen la conductancia de la membrana
celular, evitando el flujo de iones potasio. El significado de esto, del mensaje y cudl es la
relevancia de lo antes mencionado en la fisiologia de los astrocitos del CC de la rata y mas
aun, de las sefiales o mensajes que se generan en las células gliales y neuronales del CC

hacia el SNC, quedan por investigarse.
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