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I. Introduccion

Una de las principales metas en el estudio de la Neurobiologia del Desarrollo
es la comprension de los mecanismos celulares y moleculares que permiten a las
neuronas formar conexiones especificas y precisas con sus parejas sinapticas, es
decir, una selectividad que es la base de la funcién apropiada de los circuitos
neuronales en el sistema nervioso central (SNC) maduro. Por otra parte, el
conocimiento del ensamblaje del circuito neuronal en cada region del SNC, conduce
a una mejor comprension de los circuitos locales o intrinsecos, lo cual a su vez
facilita el entendimiento sobre el procesamiento de la informacién en cada localidad
neuronal y del cerebro como una totalidad.

Durante las ultimas dos décadas, en nuestro laboratorio hemos trabajado en
dos lineas de investigacion: sinaptogénesis y cultivos primarios de tejido cerebrales.
La investigacion sobre la sinaptogénesis se centrd en el estudio de los mecanismos
ultraestructurales y bioquimicos relativos al origen y formacion de las sinapsis en el
SNC [Palacios-Prii y col., 1981; 1988; Miranda-Contreras y Palacios-Prii, 1995].
Por otro lado, los cultivos de tejidos cerebrales nos permitieron obtener informacion
sobre los cambios morfoldgicos y bioquimicos que ocurren durante la maduracion
in vitro de poblaciones neuronales en diferentes regiones del SNC [Palacios-Prii y
col., 1982; 1991; 1995; 1998; Miranda-Contreras y col., 1992; 1998; 1999; 2000].
De estos estudios, logramos contribuir con una valiosa informacion en el campo de
las Neurociencias, ¢omo pariejemnlo, 1a_formulacion de dos imnortantes hipatesis
00U 1L wrensrision stdptica: 1 hibcte isde criget rivosomal de 1 /dereicad
poswsitdptica “[Pélacies-Priy " coiyl 1981, =10 80] Y e nipdicsis’ dual G la
neurotransmision [Palacios-Prii y Colasante, 1988; 1990; Palacios-Prii y col., 1999].
En relacion a los cultivos de tejidos cerebrales, fueron exitosos los trabajos de
implantes en animales de experimentacion de los cultivos histotipicos de hipotalamo
[Palacios-Prii y col.,, 1994], asi como los cultivos histotipicos de la céapsula
suprarrenal [Palacios-Prii y col.,, 1995]; ambos cultivos son productores de
neurotransmisores como las catecolaminas. Estos resultados nos han permitido
seguir con proyectos mas ambiciosos y creemos que tienen un potencial de
aplicacion en problemas de salud en el campo de la Medicina Reparativa.

A pesar que estas lineas de investigacion han resultado fructiferas,
carecemos todavia de mucha informacion importante que nos permita una mejor
comprension de la biologia molecular y celular de la sinapsis durante su origen,
maduracion y funcionamiento en el animal adulto. En tal sentido, nos planteamos
estudiar la ontogénesis de los neurotransmisores sinapticos durante la neurogénesis
en diferentes regiones del SNC, tanto in situ como in vitro. Existe una variedad de
agentes quimicos que actian como neurotransmisores; la mayoria de ellos se puede
clasificar dentro de una de las tres categorias: aminoacidos, aminas y péptidos. En
este trabajo nos limitaremos a describir y discutir la ontogénesis de los
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neurotransmisores aminoacidicos: glutamato, aspartato, y-amino 4acido butirico
(OABA), glicina y taurina, en tres diferentes regiones del SNC de raton: el bulbo
olfatorio, la corteza cerebelosa y la médula espinal. La técnica de cultivo de tejidos
neuronales histotipicos fue empleada en estos estudios como una herramienta que
nos permitié determinar los niveles intrinsecos de estos neurotransmisores en cada
una de las regiones estudiadas. Los resultados obtenidos en estos trabajos nos
proporcionaron no solamente los niveles normales, durante el desarrollo
embrionario hasta la edad adulta, de las principales sustancias neuroactivas
involucradas en la maduracién de los circuitos sinapticos intrinsecos del bulbo
olfatorio, la corteza cerebelosa y la médula espinal, sino también una comprension
del desarrollo de las conexiones sinapticas de la neurotransmisiéon aminoacidica en
estas regiones. Por otra parte, los cultivos histotipicos de estas regiones del SNC,
caracterizados por su histotipia, citotipia y propiedades neuroquimicas, seran un
modelo importante para estudios funcionales concernientes a la fisiopatologia de la
neurotransmision aminoacidica, como ocurre en condiciones de hipoxia y
enfermedades neurodegenerativas.

A. Objetivos

Los objetivos el presete trabajo_fi*aron los siguientes:

Crimere. Dewrininar™ los_Miiveies™ woninales G los icuiotransmisores
aminoacidicos: glutamato, aspartato, GABA, glicina y taurina, mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), durante la neurogénesis
en diferentes regiones del SNC: el bulbo olfatorio, la corteza cerebelosa y la
médula espinal, en ratones de edades comprendidas desde el dia E12 hasta la
edad de adulto joven, entre P30-P40.

Segundo: Determinar los niveles de neurotransmisores aminoacidicos en
cultivos primarios histotipicos de bulbo olfatorio, corteza cerebelosa y médula
espinal. Los cultivos histotipicos de bulbo olfatorio y corteza cerebelosa
fueron preparados de ratones de 10 dias de edad postnatal, como fue descrito
en trabajos anteriores [Palacios-Prii y col., 1982]; en el caso de médula
espinal, los cultivos fueron preparados de ratones de edades comprendidas
entre E12-PO. Todos los cultivos obtenidos fueron analizados
ultraestructuralmente para determinar sus caracteristicas histotipicas.

Tercero: Analizar el grado de maduracion de los componentes celulares en los
diferentes cultivos mediante microscopia de luz de alta resolucion y
microscopia electronica de transmision.

Cuarto: Hacer un analisis comparativo de los niveles in situ e in vitro de los
neurotransmisores aminoacidicos en las tres regiones del SNC estudiadas
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B. Neurogénesis

La neurogénesis incluye muchos procesos que ocurren durante el desarrollo,
tales como la generacion de neuronas y células gliales, la migracién neuronal y la
ubicacion de las neuronas en su posicion final (topotipia) en el SNC; al llegar a su
topotipia, las neuronas comienzan los procesos de diferenciaciéon y maduracion,
formacion de sinapsis, y finalmente, la reorganizacion o refinamiento de las
sinapsis, o modelaje neuronal y del circuito neuronal. Durante el desarrollo
embrionario del sistema nervioso se genera una sobre abundancia de neuronas y
células gliales, y se eliminan las células superfluas por muerte celular programada o
apoptosis [Thomaidou y col., 1997]. Ha sido reconocido que el balance entre la
proliferacion y la muerte celular durante la embriogénesis es un factor importante en
la formacion del SNC [Ross, 1996].

En el 1ultimo decenio se han obtenido los primeros conocimientos
moleculares sobre los mecanismos por los cuales las células adquieren una identidad
o fenotipia neuronal o glial, gracias a los estudios genéticos realizados en dos
organismos invertebrados: la mosca del vinagre, Drosophila sp. y el nematodo,
Caenorhabditis elegans [Jessell y Sanes, 2001; Ohnuma y col., 2001],
demostrandose asi la sorprendente conservacion filogenética de la maquinaria
molecular responsable del desarrollo animal. Sin embargo, la diferenciacion celular
no termina cuando una célula abandona el ciclo celular y se convierte en una
neurona__ El  fenot po macuro _de ura neurhna usualnente se_ determina
so:tirithticémente ¢ en Ia elapaladults cel ammal. Por ctry par 2, pata/qle=tna
neurona madura fudeione,=Lene Jque Cxpresar las Caraeicristivas plopias de=una
neurona, en particular los transmisores que envian sefiales a otras neuronas y a los
organos diana, y los receptores que permiten la respuesta de la célula a la aferencia
sinaptica correspondiente. El funcionamiento adecuado del SNC depende del
establecimiento de conexiones precisas entre diferentes tipos de neuronas durante el
desarrollo; este proceso, en su mayoria, ocurre antes del nacimiento o durante los
primeros estadios postnatales, y esta guiado mediante comunicacion entre células a
través de contactos fisicos en las sinapsis, mediado por neurotransmisores. El
periodo de maxima formacion de contactos sindpticos o sinaptogénesis ocurre
durante un periodo restringido de desarrollo, denominado periodo critico [Palacios-
Prii y col., 1976; 1977] Y varia en duracion y tiempo en las diferentes regiones del
SNC. Inicialmente las sinapsis son inmaduras en su estructura y funcién y
redundante s en sus conectividades. Aunque muchos de las contactos sindpticos se
forman antes del nacimiento, durante los primeros estadios postnatales, las
conectividades sufren un proceso de refinamiento dependiente de las actividades o
de la influencia del ambiente que ingresen sensorial y sensitivamente,
particularmente en la corteza cerebral, ocasionando la eliminacion de sinapsis
excesivas y reforzando las conexiones que son funcionalmente importantes
[Kakizawa y col., 2000; Lichtman y Colman, 2000]. Los sistemas sensoriales y
motores son facilmente modificados por el ambiente durante periodos criticos que
usualmente ocurren en los primeros estadios postnatales en los mamiferos. De esta
manera, nuestro cerebro es un producto no solamente de nuestros genes, sino
también del mundo en donde crecemos.
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C. Neurogénesis en el Bulbo Olfatorio, la Corteza Cerebelosa y la Médula
Espinal del Raton

En el sistema nervioso de casi todas las especies, los diferentes tipos de
neuronas se originan de células que se dividen en momentos particulares. En los
vertebrados este hecho se manifiesta claramente en la formaciéon de una
citoarquitectura estratificada u organizacion neuronal en capas, y sirve como
ejemplo la corteza cerebral, donde las diferentes capas estan compuestas por células
con distintas fechas de nacimiento, con las células generadas mdas tempranas
situadas en las capas mas profundas y las ultimas se localizan en las capas mas
superficiales, es decir, un crecimiento de adentro hacia afuera. Por lo tanto, el
destino neuronal parece estar determinado en estadios especificos de desarrollo o
después de varias divisiones celulares [Briscoe y Ericson, 2001; Ohnuma y col.,
2001].

El inicio de la neurogénesis neocortical en el epitelio ventricular
pseudoestratificado cerebral del ratébn comienza con la aparicion temprana de las
primeras neuronas postmitoticas a los once dias de gestacion (E11) [Caviness, Jr.,
1995]. En las regiones de la médula espinal, el bulbo olfatorio y la corteza
cerebelosa, el proceso de neurogénesis se inicia igualmente en una etapa muy
temprana, entre ElIl y E12, como ha sido demostrado mediante estudios
autorradiograficos usando [3 H] timidina [Hinds, 1967; Altman, 1969; Nornes y Das,
1972: 1974; Baver, | 983]. _Alcontinuacior se desc ibe 1a neu ogénesis en estas tres
egidle, chicias de ¢ste/z/tud o

1. Bulbo Olfatorio

La neurogénesis en el bulbo olfatorio de la rata comienza en un estadio
temprano, desde E12 y se extiende hasta P20, aunque se ha demostrado
que la neurogénesis continia a una baja tasa en el adulto, con la
generacion de células nuevas en la capa subependimal proliferativa para el
recambio de las células granulosas durante la vida adulta [Hinds, 1967;
Altman, 1969; Bayer, 1983; Corotto y col., 1994]. El desarrollo de las
neuronas del bulbo olfatorio procede en un orden secuencial con las
neuronas eferentes (células mitrales y células en penacho) nacidas entre
E12-E21, con excepcion de las células granulosas del bulbo olfatorio
accesorio, las cuales se generan entre E15-E21, las interneuronas del
bulbo olfatorio principal, las neuronas periglomerulares y las células
granulosas localizadas por debajo de las células mitrales y de las células
en penacho, son generadas postnatalmente y casi simultaneamente entre
P0-P20 [Mair y col., 1982; Bayer, 1983; Berkowicz y col., 1994]. La
sinaptogénesis en el bulbo olfatorio del raton comienza en E14, entre los
axones de las neuronas olfatorias receptoras de las células mitrales y de
las células en penacho, en los presuntos glomérulos por debajo de la capa
del nervio olfatorio [Hinds y Hinds, 1976]. Estudios ultraestructurales
cuantitativos han demostrnimero de sinapsis aumenta considerablemente
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durante el estadio embrionario tardio y en el nacimiento hasta la madurez
sexual, el nimero de las sinapsis glomerulares y extraglomerulares se
incrementa en factores de 90 y 170 veces, respectivamente [Pomeroy y
col., 1990; Moriizumi y col., 1995]. Estudios electro fisioldgicos proveen
evidencias donde se demuestra que las sinapsis entre los receptores
olfatorios y las células mitrales son funcionales en ratas recién nacidas y
que la actividad de este trayecto aferente es modulado por el
comportamiento respiratorio del animal recién nacido [Mair y col., 1982].

2. Corteza Cerebelosa

La neurogénesis en la corteza cerebelosa del raton comienza entre E11 -
E13,5 finalizado el periodo mitético de las células de Purkinje [Oberdick
y col., 1998]. En ratas, el estadio de mdxima generaciéon de neuronas de
los nucleos cerebelosos profundos ocurre un dia antes al de las células de
Purkinje. La generaciéon méaxima de las neuronas de los nucleos olivares
inferiores ocurre aun mas temprano, dos dias antes que las células de
Purkinje. Por otra parte, las principales interneuronas de la corteza
cerebelosa: las células granulosas, las células en cesta y las células
estrelladas, se generan después del tercer dia postnatal. La migracion de
las células granulosas desde la capa germinal externa hacia la capa
granulosa interna ocurre durante un periodo de una semana, entre P7-P14
[Farrant y col., 199 .

En foedoresy’ia fefinacionr « € os cotacios singpiicos wAcitatorias cust las
células de Purkinje comienza poco tiempo después del nacimiento
[Armengol y Sotelo, 1991]. Desde el dia postnatal P2, se establecen
sinapsis funcionales entre las fibras trepadoras y las células de Purkinje y
se han encontrado multiples inervaciones de la célula de Purkinje por las
fibras trepadoras al dia P3 [Crépel y col., 1981; Mariani y Changeaux,
1981; Mason y col., 1990]. Las fibras paralelas comienzan a formar
contactos sindpticos con las células de Purkinje a partir del dia P7 y entre
los dias P10 y P14, multiples inervaciones se establecen en las espinas
dendriticas de las células de Purkinje, lo cual coincide con la maduracion
cerebelosa y con el periodo de maxima sinaptogénesis. Las sinapsis
inhibitorias no estan desarrolladas o son relativamente pocas en la primera
semana postnatal, pero se incrementan rapidamente, cerca de cuatro
veces, entre los dias P10 y P17, en la capa granulosa interna y en la capa
de las células de Purkinje [Meinecke y Rakic, 1990; Zheng y col., 1993].
Todas estas interacciones sinapticas se hacen mas extensas y maduras
durante la tercera semana del desarrollo postnatal.

3. Me¢édula Espinal

Es conocido que la neurogénesis en la médula espinal de la rata ocurre en
una secuencia ventrodorsal entre los dias embrionarios E11- E16 [Nornes
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y Das, 1972; 1974; Altman y Bayer, 1984]. Las motoneuronas hacen su
aparicion entre los dias EI1-E13 con una generacion maxima de
motoneuronas en E13; las neuronas de la region intermedia se empiezan a
observar entre los dias E12-E15 y las neuronas de la sustancia gelatinosa
entre E14-E16 [Nornes y Das, 1972; 1974; Altman y Bayer, 1984; Phelps
y col., 1988]. Al dia El 0,5, axones aferentes sensoriales comienzan a
ingresar a la médula espinal y ya entre E12,5-E15,5 se puede observar la
distribucion topo grafica de estas fibras sensoriales en las diferentes
laminas de la sustancia gris medular [Ozaki y Snider, 1997; Sharma y
Frank, 1998]. Las fibras aferentes procedentes del musculo penetran la
materia gris al dia E13,5; mientras que las fibras aferentes sensoriales, de
grandes calibres, ingresan al dia E14,5; mientras que otros aferentes
cutaneos lo hacen al EI15,5. Por otra parte, al dia E12, las fibras
supraespinales descendientes, provenientes del tallo cerebral, ya han
inervado la médula espinal [de Boervan Huizen y ten Donkelaar, 1999].
Tan pronto como al dia E13, registros eléctricos han revelado potenciales
de accion sodio-dependientes, y entre E14-E15, se tienen registros de
transmision sindptica excitatoria [Seno y col., 1984; Mandler y col., 1990;
Ziskind-Conhaim, 1990]. El inicio de la sinaptogénesis en las
motoneuronas espinales ocurre al E16-El7, cuando la mayoria de los
contactos sinapticos se establecen entre las neuronas glicinérgicas y
GABA¢érgicas; las sinapsis excitatorias se forman en todas las
motoneurcnas al B9 1Ziskind-Conhaim! 1990]. El »atrdon de la expresion
Udcional [sugicre [qu: dutir e el.pcicdo ¢mbri¢ nasie hasty /1 '=d.as
Gespuéd’ deiliacimitenio, 1a ghictma 'y el GABArgenetan’ depolaiizacivies
de la membrana cloruro-dependientes en las motoneuronas de la médula
espinal, sin embargo, no se sabe a qué edad estos agonistas comienzan a
producir hiperpolarizaciones de la membrana [van den Pol y col., 1998;
Khalilov y col., 1999].

D. Papel de los Neurotransmisores Aminoacidicos en el Bulbo Olfatorio, la
Corteza Cerebelosa y la Médula Espinal

Los neurotransmisores aminoacidicos juegan papeles importantes en el SNC;
ellos estdn involucrados en multiples aspectos del desarrollo cerebral antes de
desempefiarse como neurotransmisores [Lipton y Kater, 1989; Lauder, 1993; Levitt
y col., 1997; Cameron y col., 1998]. El glutamato y el aspartato son los principales
neurotransmisores excitatorios en el SNC, mientras que el y-amino acido butirico
(GABA) y la glicina son los transmisores inhibitorios mas prominentes. La taurina,
que se encuentra en concentraciones similares a las de glutamato en el cerebro de
los mamiferos, es también considerada un neurotransmisor inhibitorio en algunas
regiones [Okamoto y col., 1983], sin embargo, algunos trabajos sefialan su papel
como neuromodulador en la transmision sindptica [Galaretta y col.,, 1996;
Magnusson, 1996].
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1. Bulbo Olfatorio

El circuito sindptico y la neuroquimica del bulbo olfatorio se conocen
bien [Haldsz y Shepherd, 1983; Mori, 1987; Shepherd y Greer, 1990;
Trombley y Shepherd, 1993]. Como en otras regiones del SNC, muchos
de los trayectos sinapticos excitatorios usan glutamato como transmisor y
GABA como el principal transmisor inhibitorio [Fagg y Foster, 1983;
Decavel y van Den Pol, 1990; Brann, 1995]. En la capa glomerular del
bulbo olfatorio, los nervios olfatorios aferentes hacen sinapsis excitatorias
sobre las ramificaciones distales de las dendritas primarias de las
principales células eferentes del bulbo olfatorio, las células mitrales y
células en penacho [Sassoe-Pognetto y col., 1993; Berkowicz y col.,
1994; Didier y col., 1994; Ennis y col., 1996; Garcia y col., 1995]. La
salida de la capa glomerular se realiza mediante potenciales de accion a
través de los sornas de las células mitrales y de las células en penacho y
luego la propagacion del potencial retorna a las dendritas primarias y
secundarias mediante los contactos sindpticos dendrodendriticos con las
interneuronas inhibitorias periglomerulares y las células granulosas
[Mugnaini y col., 1984; Bischofberger y lonas, 1997; Chen y col., 1997;
Cameron y col., 1998].

Se piensa que las sinapsis dendrodendriticas reciprocas en el bulbo
olfatorio juegan_ iin_ panel _ifwortant: en el Hrocesamiento, de la
‘niornacicn llativa [fsaa:sin y St ovsbrid ze, | 10985 schofps {=all.,
199¢]. El gidiamats liverad) e wasacndiitas aeras'ceiaias thitrales oxlita
las dendritas de las células granulosas, las que a su vez producen la
inhibicion dendrodendritica GABAérgica en retorno a las dendritas de las
células mitrales. Como en las sinapsis axodendriticas, las sinapsis
dendrodendriticas entre las células mitral y granulosa, la respuesta
excitatoria postsindptica de la célula granulosa estd mediada por
receptores de glutamato del tipo AMP A y NMDA [Cotman y Iversen,
1987; MacDermott y Dale, 1987; Garcia y col., 1995; Schoppa y col.,
1998] y la respuesta inhibitoria de la célula mitral es mediada por
receptores GABA, [Gutierrez y col., 1994; Laurie y col., 1992]. Se ha
demostrado que los receptores NMDA de las sinapsis dendrodendriticas
entre las células mitral y granulosa no sirven como moduladores, pero
tienen un papel central en la inhibicion dendrodendritica de larga
duracion, indicando la importancia de los receptores de NMDA para el
procesamiento sensorial en el bulbo olfatorio [Trombley y col., 1993;
Schoppa y col., 1998].

2. Corteza Cerebelosa

En el cerebelo, la mayoria de las sinapsis excitatorias son aquellas
establecidas entre las fibras paralelas de las células granulosas y las
espinas dendriticas de las células de Purkinje, la cual explica mas del 95%
de las aferencias axonales a las células de Purkinje [Sotelo, 1978]. Otras
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dos aferencias excitatorias impocerebelosa provienen de las fibras
trepadoras originadas del ntcleo de la oliva inferior que hacen sinapsis en
las ramificaciones primarias y secundarias del arbol dendritico de las
células de Purkinje y de las fibras musgosas provenientes de varias
regiones del SNC que hacen sinapsis en la capa de células granulosas
[Palay y ChanPalay, 1974]. Cada fibra paralela contacta muchas células
de Purkinje, y cada célula de Purkinje recibe entradas de muchas fibras
paralelas (~150.000 sinapsis); en contraste, cada célula de Purkinje recibe
un poderoso contacto de una sola fibra trepadora [Mariani y Changeux,
1981; Mason y col., 1990; Kano y col., 1997]. Las sinapsis de las fibras
paralelas y las fibras musgosas utilizan el glutamato como
neurotransmisor [Somogyi y col., 1986; Garthwaite y Brodbelt, 1990],
mientras que las fibras trepadoras se piensa que emplean el aspartato
como transmisor [Wiklund y col., 1982; Fagg y Foster, 1983].

Las células de Purkinje son un modelo de la neurotransmision inhibitoria
y son la unica salida o eferencia de la corteza cerebelosa, formando
sinapsis inhibitorias GABAérgicas con las neuronas localizadas en los
nucleos profundos cerebelosos. Dentro de la capa molecular, las células
de Purkinje reciben inervaciones inhibitorias de las interneuronas: las
células estrelladas, las células en cesta y las células de Golgi. Aunque
GABA es el principal transmisor liberado por las interneuronas, altos
niveles de transpot adores de glicina_fueron encoi trados en_el cerebelo
‘nacindo qu¢ [a gidira temoicn se n pleajen la tra=e nision /i1 dptica
luhivitoria e la woteza cet belosa fDieudonney 1995, Zaira'y col., 1955].
Por otra parte, la taurina que es un potente neurotransmisor inhibitorio
parece ser importante en muchas actividades durante el desarrollo. Se ha
demostrado que estd involucrada en los procesos de migracion de las
células granulosas en el cerebelo [Sturman y col., 1985] y se encuentra
presente durante el desarrollo de las células de Purkinje, sugiriendo que la
taurina puede jugar un papel de proteccidon contra la excitotoxicidad del
glutamato, por lo tanto promueve el crecimiento Optimo y la
sobrevivencia neuronal [Trenker, 1990; Magnusson, 1994]. La
colocalizacion de taurina con GABA en los terminales de las células de
Purkinje, asi como en otras interneuronas ha dado evidencias en respaldo
a su papel como modulador de la transmision sinaptica inhibitoria
[Ottersen y col., 1988a; Kontro y Oja, 1989].

3. Médula Espinal

En la médula espinal al igual que en el resto del SNC de los mamiferos,
los neurotransmisores predominantes involucrados en la transmision
sinaptica rapida son los aminoacidos excitatorios: elglutamato y el
aspartato, y los inhibitorios: el GABA y la glicina. Estudios
farmacoldgicos han indicado que las redes neurales en la médula espinal
dependen esencialmente de la transmision excitatoria glutamatérgica e
inhibitoria glicinérgica [Grillner y col., 1995; 2000]. Es asi como las



Ontogénesis In Situ e In Vitro de los Neurotransmisores Aminoacidicos en Diferentes Regiones del Sistema Nervioso Central

neuronas  reticuloespinales  glutamatérgicas de los  nucleos
rombencefalicos posterior y medial activan las motoneuronas e
interneuronas de la médula espinal [Grillner y col., 1995]. El glutamato
interviene en la transmision de informacion sensorial [Skilling y col.,
1988; Jeftinija y col., 1991]; los aferentes nociceptivos contienen no
solamente glutamato sino también Sustancia P liberados de aferentes
primarios, especialmente las fibras C, que conducen informacion
nociceptivas a neuronas de segundo orden en el asta dorsal de la médula
espinal [Heath y col. 1994; Aichler y col.,, 1997]. Por otra parte,
evidencias inmunocitoquimicas y fisioldgicas muestran la participacion de
los receptores metabotropicos de glutamato en la modulacion de las
funciones somatosensoriales, autonomicas y motoras, en los momentos
espinales [Alvarez y col., 2000; Yuan-Xiang y col., 2000].

La inmunoreactividad de la glicina y de los receptores glicinérgicos
revelan la amplia distribucion de estos compuestos tanto en el asta ventral
como en la dorsal de la médula espinal, sugiriendo que la glicina juega un
papel importante en el control del movimiento en el asta ventral y en la
percepcion sensorial y nociceptiva en el asta dorsal [Betz 1991; Kuhse y
col., 1995; Flint y col., 1998]. Algunos experimentos electro fisiologicos
sugieren que las neuronas de la médula espinal, incluyendo las
motoneuronas, las células de Renshaw y las neuronas del asta dorsal,
responden mas a_li glicina aue al GAF A, comnc tamiento confrario al
bservado en | as carti z s cribial 3we rcbeloa [ Ce mpist on yicdl. 1206;
IMernecke " y*Raric!, 19937 Sin“eriuargy, "otres ‘esiuaids senaian qud el
GABA ejerce mayores etectos funcionales en los niveles segmentarios
[Bohlhalter y col., 1996; Tran y Phelps, 2000]. El sistema GABA¢érgico
desempefia un papel importante en la inhibicion presindptica de las
aferencias primarias, modulando la transmision sensorial, la nociceptiva y
la actividad motora en los niveles pre- y postsindpticos [Bohlhalter y col.,
1996; Yuan-Xiang y col., 2000]. El GABA y la glicina estan
frecuentemente colocalizados en el mismo terminal axoénico y las
alteraciones en la inhibicion sindptica que afectan cualquier sistema
neurotransmisor contribuyen al desarrollo de sindromes de dolor cronico e
hiperalgesia [Todd y Sullivan, 1990; Todd y col., 1996].

La taurina, otro neurotransmisor aminoacidico presente en altas
concentraciones en la médula espinal, es considerada como un
neuromodulador inhibitorio [Padjen y col., 1989; Baev y col., 1992] y
ademas como un estabilizador de membranas excitables, como un
osmorregulador y desempefia una importante funcion durante el desarrollo
del cerebro [Huxtable, 1989; Hussy y col., 1997]. La localizacion de la
taurina en terminales axdnicos identificados morfologicamente como
inhibitorio s a nivel del asta dorsal de la médula espinal aportd evidencias
morfoldgicas a la hipétesis de que la taurina juega un papel inhibitorio y
tiene un efecto antinociceptivo selectivo sobre la nocicepcion inducida
quimicamente [Lee y col.,, 1992]. Por otra parte, su localizacion en
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astrocitos y c€lulas endoteliales en las astas dorsal y ventral de la médula
espinal indica su participacion en la osmorregulacion [Shupliakov y col.,
1994].

I1. Materiales y Métodos

A. Animales

Las muestras de bulbo olfatorio, corteza cerebelosa y médula espinal fueron
obtenidas de ratones NMRI de diferentes edades de desarrollo: a) embrionarios
desde E12 a E21; b) de edades postnatales PO, P1, P3, P5, P7, P9, P11, P15; y ¢)
adultos jovenes entre P30 y P40. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones
de temperatura controlada (24+1°C), en ciclos de 12 horas luz-oscuridad y se les
administr6 comida yagua ad libitum. Los ratones fueron anestesiados con vapores
de cloroformo y sacrificados; luego se les extrajo las tres regiones bajo estudio. Los
tejidos fueron colocados en tampodn fosfato 0,1 M, pH 7,2, a 4°C. Dependiendo de
la edad de desarrollo, fueron usados de 30 a 50 animales por edad. Las muestras
fueron recolectadas en tubos Eppendorf de 1,5 ml y almacenadas a -70°C hasta el
dia de su analisis.

B. Culuves Hisiwopicus

Los cultivos primarios de bulbo olfatorio, corteza cerebelosa y médula
espinal fueron preparados de ratones de diferentes edades de desarrollo. Para la
preparacion de los cultivos histotipicos de bulbo olfatorio y corteza cerebelosa
fueron utilizados ratones de edad postnatal P10, de acuerdo al procedimiento
previamente publicado [Palacios-Prii y col., 1982]. En el caso de la médula espinal,
los cultivos primarios fueron preparados de ratones en edades embrionarias, entre
E12-E21, para determinar el periodo critico para la obtencién de los cultivos
histotipicos de esta region.

En un ambiente estéril, los embriones fueron removidos de las ratones
hembras con el tiempo de gestacién controlado y bajo observacion con una lupa
estereoscopica se extrajo cuidadosamente el bulbo olfatorio, la corteza cerebelosa y
la médula espinal para los cultivos. En el caso de los animales de edad postnatal
fueron anestesiados con vapores de cloroformo y se les extrajeron las regiones
mencionadas anteriormente, para ser cultivadas. Los tejidos fueron colocados en
una céapsula de Petri con solucion Tyrode libre de Ca™ y Mg™. Por cada cultivo de
bulbo olfatorio y corteza cerebelosa se tomd tejido de 4-8 animales; para la médula
espinal se utilizaron segmentos completos del tejido provenientes de 1-3 embriones.
Luego los tejidos fueron cortados en pequeiios fragmentos y transferidos a frascos
Erlenmeyer de 125-ml de capacidad, que contenian: 90% de medio basal de Eagle
con L-glutamina (GIBCO), 9% de suero de caballo (GIBCO) y 1% de soluciéon
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penicilina-estreptomicina. Los frascos fueron gasificados con 95% de oxigeno y 5%
de CO, durante 1 min e incubados a 37°C bajo rotacion constante a 70 rpm. El
medio de cultivo fue cambiado cada 48 h y oxigenado por 1 min cada 24 horas.
Después de 6 dias de incubacion, se tomaron muestras de los cultivos para el
analisis con microscopia de luz de alta resolucién y microscopia electrénica de
transmision y los cultivos restantes fueron lavados tres veces con solucion Tyrode
libre de Ca™ y Mg™ colocados en tubos Eppendorf de 1,5 mi y almacenados a -
70°C hasta el dia de andlisis del contenido de neurotransmisores aminoacidicos.

C. Analisis con Microscopia de Luz de Alta Resolucion y Microscopia
Electronica

Los cultivos fueron fijados, a 4°C, en una mezcla de glutaraldehido al 3% y
formaldehido al 3%, preparada en tampén cacodilato 0,1 M pH 7,2 (Palacios-Prii y
Mendoza, 1972). Después de 1 hora de fijacion, las muestras fueron lavadas tres
veces en el mismo tampon cacodilato y postfijadas por 2 horas en una solucién de
tetradxido de osmio al 1% preparada en tampon cacodilato. Los tejidos fueron
deshidratados en alcohol etilico en concentraciones ascendentes, del 30%-100%,
durante 10 min cada uno, y finalmente en 6xido de propileno puro durante 10 mino
Luego el material fue infiltrado con la resina epoxidica (Epon 812) en proporciones
ascendentes de una mezcla de Epon 812: 6xido propileno, v/ v, 1:4; 2:3; 3:2; 4:1,y
finalmente en Epon 312 purc en cada pado, el ma erial fue azitado constantemente
furene 30 frir. Finulmite, @1 vatet a fie 1o ailo er Epor &12-Huro v fie adl a
la Cstufa, a 6U°C, poi” 48 ioras. S¢l hicicion~cores gru€sos ac”l wm, 1o0s Cuales
fueron coloreados con Azur II para ser observados con microscopia de luz de alta
resolucion (Polyvar), donde se escogid. el material con mejores caracteristicas
fenotipicas para su ulterior observacion al microscopio electrénico. Secciones finas
de 90 nm de espesor fueron tefiidas usando una modificacion del método de acetato
de uranilo/citrato de plomo (Palacios-Prii y col., 1981) para el andlisis
ultraestructutral con el microscopio electronico de transmision (Hitachi 7000).

D. Andlisis de Neurotransmisores Aminoacidicos mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion

Para el andlisis simultineo de los neurotransmisores aminoacidicos:
glutamato, aspartato, glicina, taurina y GABA se utilizd la técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) después de derivatizaciéon con cloruro de
dansilo, usando una modificacion al procedimiento de Oray y col. (1983). Las
muestras fueron horno gene izadas en 4cido perclérico al 0,05N y después de tomar
alicuotas para la determinacion de proteinas, los homogeneizados fueron
centrifugados a 4°C por 15 min, a 10.000 g. Los sobrenadantes fueron filtrados a
través de filtros Millipore de 0,45 um y las alicuotas fueron derivatizadas con
cloruro de dansilo. La columna analitica utilizada fue una columna de fase reversa
BIO Sil ODS-5S (250 X 4.0 mm, tamafo de particula 5 um) mantenida a 33°C.
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Para la separacion cromatografica se hizo un gradiente con dos fases moviles:
solvente A: acetonitrilo al 5% en tampon fosfato 30 mM, pH 6,5; y solvente B:
acetonitrilo al 60% en tampon fosfato 30 mM, pH 6,5. Los aminoécidos dansilados
fueron eluidos a un flujo de 1 ml/min y la deteccion de absorbancia fue realizada a
215 nm. Los niveles de neurotransmisores aminoacidicos fueron calculados
comparando las areas pico con estandares y los valores fueron expresados en
umol/100 mg proteinas. La determinacion de proteinas fue realizada segin el
método de Lowry modificado [Stoscheck, 1990] utilizando albumina de suero
bovino como estandar.

E. Analisis Estadistico

Todos los datos fueron expresados como promedio + DE. La significancia
estadistica fue comprobada con el Test de Student para datos apareados usando el
Software Microcal Origin y MATLAB 5.3.
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I11.

Resultados

A.

Los resultados obtenidos in situ e in vitro, tanto morfoldgicos como
bioquimicos, seran discutidos por separado para cada una de las regiones estudiadas.

Bulbo Olfatorio

1.

Microscopia de Luz de Alta Resolucion y Microscopia Electronica

Los cultivos primarios se prepararon de bulbo olfatorio de ratones de P10
y se cultivaron por 6 dias hasta adquirir un alto grado de desarrollo
fenotipico, como se evidencia por el estudio ultraestructural mostrado en
las figuras 1A y 1B. Se enfoco el andlisis de microscopia electronica de
estos cultivos en la observacion de sinapsis axodendriticas o
dendrodendriticas reciprocas, como se muestra en la figura 1A y el
crecimiento de las células mitrales y células en penacho, asi como de las
células granulosas, como se muestra en la figura IB. En la figura 1A se
observan dos tipos de sinapsis establecidas con la misma dendrita: una del
tipo simétrico sin la densidad postsinaptica (DPS) y la otra del tipo
asimétrico con una gruesa DPS. Tanto los elementos presinapticos como
los, postsir Anticos,tienen vesicultis sindpt cas en 1a 1:gion sindptica activa,
ndcundo lay xisteada et stess ciltives [de  siadpsis \recfozacas
cACcnatdrias=C inmvitorias; | o cual“es ‘comin “erilas wéiulas miralesylas
células en penacho y las celulas granulosas. En la figura 1B, las neuronas
principales, las células mitrales y las células granulosas son facilmente
reconocidas por sus caracteristicas fenotipicas, con un prominente nucleo
ovoidal con cromatina dispersa y grandes nucléolos, y un citoplasma rico
en organelas, como numerosas mitocondrias y un aparato de Golgi bien
desarrollado. Las células granulosas pueden ser identificadas por su
pequefio tamafio, nicleos fuertemente electrén densos y poca cantidad de
citoplasma.

Variacidon en los Niveles de Neurotransmisores Aminoacidicos
Excitatorios e Inhibitorios Durante el Desarrollo In Situ.

Los cambios durante el desarrollo en las concentraciones de los
neurotransmisores aminoacidicos excitatorios e inhibitorios fueron
analizados por HPLC, como se muestra en las figuras 2 y 3 Y en la Tabla
1. Durante el periodo prenatal, entre FEI3-E2l, altos contenidos de
neurotransmisores excitatorios, como glutamato y aspartato, asi como del
neurotransmisor inhibitorio GABA fueron detectados, con los valores de
GABA aproximadamente de 2 a 3 veces mayores comparados con los de
glutamato y aspartato. En el nacimiento (P0), una reduccion significativa
en las concentraciones de éstos fue observada. Entre E21 y PO, el



Ontogénesis In Situ e In Vitro de los Neurotransmisores Aminoacidicos en Diferentes Regiones del Sistema Nervioso Central

contenido de glutamato disminuy6 cerca del 55%, desde 3,72+0,32 hasta
1,65£15 umol/100 mg proteinas, con una p<0,0001; los valores de
aspartato disminuyeron cerca del 76%, desde 4,71+0,46 hasta 1,12+0,18
umol /100 mg proteinas, p<0,0001 y el contenido de GABA decrecid
cerca del 50%, desde 9,52+0,36 hasta 4,75+0,76 umol/100mg proteinas,
p<0,0001. Durante las dos primeras semanas de desarrollo postnatal, el
contenido de glutamato se incrementd gradualmente y alcanzo los niveles
del adulto (2,54+0,19 umol/100 mg proteinas) después de la segunda
semana. Las concentraciones de aspartato fueron ligeramente mas bajas
que aquellas de glutamato y muestran valores maximos al dia P3 y en el
estadio adulto, 3,08+022 y 3,34+0,22 umol/100 mg proteinas,
respectivamente.

Las concentraciones postnatales de GABA permanecieron relativamente
altas comparadas con los otros neurotransmisores aminoacidicos. Los
valores maximos de GABA fueron detectados al P3 (6,95+0,58 umol /100
mg proteinas) y alcanzaron los niveles adultos (4,94+0,71 umol/100 mg
proteinas) en la segunda semana del desarrollo postnatal. Los niveles de
glicina permanecieron bajos y constantes a todo lo largo del periodo de
desarrollo estudiado, desde E15 (1,21=0,29 wmol/100 mg proteinas) hasta
la edad de adulto joven (1,38+0,27 umol/100 mg proteinas), mientras que
la gcomcen ragiop=c > fapsina jse «insram ntod 2raduilmente cen 'a_edad,
woitrandc un aamenidide BC vicesh ar, desde ), 340, 8 unn /10 Ing
proteinas en E13 hastawd £1+0,70 umol/100mg proteinas en la edad de
adulto joven, p<0,0001

3. Niveles In Vitro de Neurotransmisores Aminoacidicos Excitatorios e
Inhibitorios

En los cultivos histotipicos de bulbo olfatorio, el glutamato, la glicina y el
GABA fueron los neurotransmisores aminoacidicos mas abundantes (Fig.
4). El nivel de glutamato in vitro (3,59+0,69 umol/100 mg proteinas) fue
cerca de 1,4 veces mayor que el encontrado in sifu (2,54+0,20 pmol/100
mg proteinas), p<0,0001, mientras que el contenido de aspartato in vitro
(0,95+0,16 umol/100 mg proteinas) fue cerca del 90% inferior a los
valores conseguidos in situ (3,34+0,23 umol/100mg proteinas), p<0,000.
Las concentraciones de GABA in vitro (5,58+0,92 umol/100 mg proteina)
son comparables con los valores in situ (4,94+0,71 pmol/100 mg
proteinas). La concentracion in vitro de glicina (5,70+£0,52 umol/100 mg
proteinas) fue significativamente mads alta, aproximadamente 4 veces, que
la encontrada in situ (1,39+0,27 pmol/100 mg proteinas), p<0.0001
mientras que los niveles de taurina in vitro (0,38+0,18 umol/100 mg
proteinas) mostraron una significativa reduccion de aproximadamente el
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B.

90% comparado con la concentracion in situ (4,01+1,00 pmol/100 mg
proteinas), p<0,0001.

Corteza Cerebelosa

1. Microscopia de Luz de Alta Resolucion y Microscopia Electronica

Cultivos primarios fueron preparados de corteza cerebelosa de raton P10y
cultivados por 6 dias donde adquirieron un alto grado de desarrollo
fenotipico, como lo evidencian los estudios ultraestructurales (Figs 5y 6
Ay B). En estos cultivos pueden ser claramente distinguidas una capa
plexiforme definida y una capa granular. En la figura 5, pueden
observarse sinapsis axoespinosas (flechas) en la neuropila de la capa
plexiforme, homologables a las observadas in situ. La formacion de una
neuropila plexiforme en estos cultivos indica la maduracion in vitro de las
caracteristicas sinaptologicas de esta region del cerebelo. En la figura 6,
se muestra un arreglo glomerular, semejante al observado in situ, que esta
compuesto por un axén terminal semejante a una fibra musgosa rodeado
por cuerpos de células granulosas. A mayor aumento (Fig. 7), en el axén
terminal semejante a una fibra musgosa se puede encontrar una gran
cantidad ce.vesicilas sindpticis redonleadas v ‘lectron-transparentes,
aocal vesicules electror -deist's | flesls s) mite colid ias=5 Huedin/ve ver.as
1aluplCs siiapsis asimélic s que ciia esablece:

Variacidon en los Niveles de Neurotransmisores Aminoacidicos
Excitatorios e Inhibitorios Durante el Desarrollo /n Situ

La variacion en los niveles de glutamato y aspartato durante el desarrollo
de la corteza cerebelosa del raton se muestra en la figura 7 y en la Tabla
II. Las concentraciones de glutamato y aspartato mostraron un patrén de
cambios similares durante el periodo de desarrollo estudiado, desde E15
hasta el estadio de adulto. Al dia E17, los valores de glutamato y aspartato
fueron relativamente altos: 2,09+0,29 2,27+0,66 umol/100 mg proteinas,
respectivamente. Para el dia E21, estos valores disminuyeron cerca del
50%, obteniéndose cifras de 1,02+10,16 pmol/100 mg proteinas
(p<0,0001) y 1,28+0,04 umol/100 mg proteinas (p<0,0002). Durante las
dos primeras semanas postnatales, los niveles de glutamato se
incrementaron progresivamente, alrededor de 2,6 veces mas entre PO y
P3, dando cifras de 1,26+0,25 y 3,27+0,61 umol/100 mg proteinas,
respectivamente (p<0,0001) y aument6 cerca de 1,5 veces entre P7 y P9,
con valores de 1,99+0,47 y 3,04+0,01 pmol/100 mg proteinas,
respectivamente (p<0,0001). Aunque el patrén de desarrollo del aspartato
fue similar al del glutamato, las concentraciones del aspartato
corresponden aproximadamente a la mitad de las concentraciones de
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glutamato. Los valores maximos de aspartato fueron observados en los
dias PO (1,99+0,14 pumol/100 mg proteinas), P3 (1,93+0,23 umol/100 mg
proteinas) y P11 (1,72+0,43 umol/100 mg proteinas). Después del dia P15
las concentraciones de los aminoicidos excitatorios aumentaron
significativamente hasta los valores obtenidos en animales adultos
jovenes de glutamato, 3,76+0,052 pmol/100 mg proteinas (p<0,0001) y
de aspartato, 3,25+0,45 pnmol/100 mg proteinas (p<0,0001).

El patron de cambios durante el desarrollo en los niveles de
neurotransmisores aminoacidos inhibitorios se muestran en la figura 8 y
en la Tabla II. El GABA, principal neurotransmisor inhibitorio en el
cerebelo, mostrd valores elevados a lo largo del periodo de desarrollo
estudiado, desde E15 hasta el adulto joven. Entre el dia E15 y E17, fue
detectado un aumento significativo de aproximadamente 2 veces en los
valores de GABA, de 4,124+0,05 umol/100 mg proteinas al dia E15 hasta
y 8,204+0,95 umol/100 mg proteinas al dia E17 (p<0.0001). Al dia E21, la
concentracion de GABA disminuy6 cerca del 41%, con una cifra de
3,33+0,36 umol/100 mg proteinas (p<0,0001.) Los primeros 3 dias
después del nacimiento, los niveles de GABA permanecieron elevados en
un rango entre 4 y 6 umol/100 mg proteinas. Al dia PS5, estos valores
decrecieron cerca del 48%, desde 5,20+0,61umol/100 mg proteinas al dia
P3 hasta 3;02+0,523umol/100 smg proteirms al dia Pp (p<0,0001). Durante
la/isfgunca sémaia Hosnita, ‘el conteridc 1&8 CABA fwinentd
¢radaalmente otteriéndass villoselumaximas ted, 2150410 qumid I/ TX040g
proteinas al dia P11, y=iuego disminuyd a los niveles de 2,7+0,44
umol/100 mg proteinas encontrados en animales adultos jovenes.

En contraste con GABA, el patréon de desarrollo del neurotransmisor
glicina mostr6 niveles relativamente muy bajos desde el periodo prenatal
hasta el dia del nacimiento, con un abrupto incremento durante las
primeras 24 horas postnatal y un descenso gradual hasta las
concentraciones encontradas en animales adultos. Entre los dias E15 y PO,
el contenido de glicina permanecié en cifras bajas entre 0,4 y 0,8
umol/100  mg proteinas. Al dia PI, fue observado un aumento
significativo de aproximadamente 6 veces (5,57+£0,87 pumol/100 mg
proteinas (p<0,0001). Durante la segunda semana de desarrollo postnatal,
las concentraciones de glicina mostraron consistentemente valores bajos
hasta alcanzar el nivel de 2,12+0,35 umol/100 mg proteinas en el adulto
joven.

En la figura 8, se puede observar la variacién de la taurina durante el
periodo de desarrollo estudiado, mostrando un patrén similar al de la
glicina. Entre los dias E15 y PO, los niveles de taurina se mantuvieron en
valores bajos, en un rango entre 0,2 y 0,6 umol/100 mg proteinas. En las
primeras 24 horas después del nacimiento, la concentracion de taurina
aumentd aproximadamente 4 veces, de 0,6+0,28 umol/100 mg proteinas
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al dia PO hasta 2,37+1,24 umol/100mg proteinas al P1 (p<0,0001).
Durante la segunda semana postnatal, los niveles de taurina aumentaron
ligeramente con valores maximos de 2,08+0,32 umol/100 mg proteinas al
dia P11; en animales adultos jovenes, el nivel de la taurina se mantuvo
alrededor de 2,60+0,52 umol/100 mg proteinas.

3. Niveles In Vitro de Neurotransmisores Aminoacidicos Excitatorios e
Inhibitorios

La producciéon intrinseca de los neurotransmisores aminoacidicos fue
estudiada analizando los respectivos niveles en cultivos histotipicos
preparados de cerebelo de ratones P10 (Fig. 9). En estos cultivos, después
de 6 dias de incubacion, fueron encontrados cantidades de GABA y de
glicina homologables con los valores in situ del adulto joven, mientras
que los niveles de glutamato y aspartato fueron cerca del 50% mas bajo.
La concentracion de GABA en los cultivos fue aproximadamente 2 veces
mas alta que la encontrada in situ, siendo los valores in vitro de 1,73+0,23
umol/100mg proteinas e in situ, 3,76+0,52 pmol/100 mg proteinas,
p<0,10. Por otra parte, los niveles in vitro de glicina (1,89+0,40 pmol/ mg
proteinas) son comparables a aquellos observados in situ (2,12+0.35
umol/100 ,mg proteinas). En contraste,a GABA.y glicina, hubo una
refugrion gy gy ificativa @nt osrinye es dq tapriasinyvitroy, 05548,18
U /100 mg piote nis;.ap orin adam :n e dei 76 o si'la ) ompanimoas ¢on
los valores obtenidos en.2iimales adultos jovenes que fue de 2,60+0,52
umol/100 mg proteinas (p<0,0001).

En relacion a los neurotransmisores excitatorios en los cultivos
cerebelosos al ser comparados con los valores obtenidos in situ, hubo un
dramatico descenso en el contenido tanto del glutamato como del
aspartato. Los niveles de glutamato fueron aproximadamente 2,2 veces
mas elevados in situ (3,76+0,52 umol/100 mg proteinas), en comparacion
con los valores in vitro (1,73+£0,23 pmol/100 mg proteinas), p<0,0001,
mientras que las concentraciones in sifu de aspartato (3,25+0,45 umol/100
mg proteinas) fue aproximadamente dos veces mas altas que in vitro
(1,67£0,29 umol/100 mg proteinas), p<0,0002.

C. Meédula Espinal

1. Microscopia de Luz de Alta Resolucion y Microscopia Electronica

Durante el desarrollo embrionario de la médula espinal, los eventos
morfolégicos que conducen a la maduracidon neuronal comienzan a ser
observados en el dia E13. Como se muestra en la figura 10A, células
mitdticas y numerosos neuroblastos migratorios se presenta en el borde



Ontogénesis In Situ e In Vitro de los Neurotransmisores Aminoacidicos en Diferentes Regiones del Sistema Nervioso Central

ependimario. A esta edad ya existe una regiéon estrecha acelular o
sustancia blanca externa y la alta velocidad de actividad mitética en el
neuroepitelio se evidencia por la presencia de abundantes figuras
mitoticas, como se observan en estas secciones de 1 um. Los cultivos
primarios de médula espinal preparados de diferentes edades
embrionarias, entre E13 y E21, mostraron diferentes grados de
maduracion, siendo los cultivos obtenidos de embriones de E15-E16 los
que ofrecieron mayor grado de maduracidon y caracteristicas fenotipicas
homologables a los animales vivos (figura 10B). Como se muestra en la
figura 11, algunas neuronas grandes, probablemente motoneuronas,
poseen nucleos grandes y exhiben una abundancia de organelas en su
citoplasma. En la misma figura se puede observar la asociacion
"compleja" entre un centriolo periférico y el aparato de Golgi, lo cual se
ve en las grandes neuronas postmitdticas. La neuropila en los cultivos
histotipicos de médula espinal presenta numerosas sinapsis asimétricas o
excitatorios y simétricas o inhibitorias (figura 12A,B) y es posible
observar la presencia de axones discretamente mielinizadas, sugiriendo el
desarrollo de células oligodendrogliales en estos cultivos.

2. Variacidbn en los Niveles de Neurotransmisores Aminoacidicos
Excitatorios e Inhibitorios Durante el Desarrollo In Situ

En la figu a.13 y.eat la Tabla LI e mues ran los car ibies de los niveles de
1 Uretrangmishies [arinoal icicHs »ox citatorics, [ glatamacto yi 78p wia.0,
aurante”el dCsarrviio. En e lades tciiipranas coiio cn £12, Se ooservaron
altas concentraciones de glutamato con valores aproximadamente dos
veces mas altos que del aspartato. Entre E14 y E16 el contenido de
glutamato disminuy6 significativamente, alrededor de un 40%, desde
2,84+0,59 a 1,64+0,31 umol/100 mg proteinas, p<0,01 y después se
detectd un gradual pero significativo incremento en el contenido de
glutamato entre E16 y E21, desde 1,64+0,31 a 2,124+0,36 umol/100 mg
proteinas, respectivamente, p<0,01. Durante el periodo neonatal, fueron
observadas variaciones importantes en las concentraciones de glutamato
entre P1 y P3, experimentando un incremento de aproximadamente 1,5
veces, 1,88+0,55 y 2,85+0,38 umol/100 mg proteinas, respectivamente,
p<0,01, y entre P3 y P7, mostraron una disminucion significativa
alrededor de un 50%, desde 2,85+0,38 a 1,30+0,17 umol/100 proteinas,
p<0,001. Después de la primera semana postnatal, los valores de
glutamato llegaron a los valores de adulto joven.

Las variaciones en el contenido de aspartato demostraron un patron
diferente en comparaciéon con las del glutamato. Entre los dias E12 y E17
se detectd una reduccion gradual en los niveles de aspartato, 1,47+0,27 a
1,05+0,30 umol/100 mg proteinas, respectivamente, disminuyendo mas
aun, cerca de un 50%, entre E17 y E19, desde 1,05+0,30 a 0,49+0,16

umol/100 mg proteinas, p<0,01 El dia antes de nacimiento, E21, la
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concentracion de aspartato se incrementd significativamente, alrededor de
2,8 veces, desde 0,49+0,16 a 1,37+£0,31 umol/100 mg proteinas, p<0,01
para disminuir alrededor de un 50% al nacer. Al dia P3 y en los dias
posteriores, los valores de aspartato fueron comparables con los niveles de
animales adultos. El patron de cambio durante el desarrollo en los niveles
de los neurotransmisores aminoacidicos inhibitorios GABA, glicina y
taurina se muestra en la figura 14 y Tabla IIl. Durante el desarrollo, la
transmision inhibitoria en la médula espinal de mamiferos es
primordialmente mediada por glicina cuyos valores consistentemente son
2 a 3 veces mas altos que los del GABA. Durante el periodo embrionario,
el contenido de glicina permanece constante entre E12 y El14, de
1,62+0,25 a 0,96+0,30 umol/100 mg proteinas, respectivamente, p<0,01.
A partir del E17, los valores de glicina se incrementan continuamente
hasta P3, aumentando significativamente alrededor de 4,4 veces, de
1,2740,47 a 4,20+0,12 umol/100ml mg proteinas, respectivamente,
p<0,0001. Al final de la primera semana postnatal, se observa una
disminucién significativa en el contenido de glicina, disminuyendo cerca
de un 66%, de 4,20+0,12 a 1,44+0,16 umol/100 mg proteinas,
respectivamente, p<0,0001. En la segunda semana postnatal, la
concentracion de glicina se incrementa alrededor de 1,4 veces alcanzando
valores no significativamente diferentes a los del adulto.

Valones n us bajes de SABA- fueren cetectadas ntrey E12qy FE125sin
rraoirgo @l Ef4 el boat:nico de GAAB A se in rerae it si znificativeicute
cerca de 4,5 veces, desde (,20+0,10 a 0,90+0,24 umol/100 mg proteinas,
respectivamente, p<0,0001. Durante la ultima semana antes del
nacimiento, entre E14 y E2I, la concentracion de GABA aumento
gradualmente, con excepcion de un incremento abrupto pero significativo
entre E17 y E19, desde 1,14+0,34 a 1,90+0,25 pmol/100 mg proteinas,
respectivamente, p<0,0001. El contenido de GABA permanecid constante
hasta Pl y luego se increment6 alrededor de 1,7 veces al dia P3,
1,40+0,35 a 2,35+0,43 umol/100 mg proteinas, respectivamente, p<0,02.
Entre P3 y P7, el nivel de GABA disminuy6 alrededor de un 35% desde
2,35+0,43 a 1,54+0,18 umol/100 mg proteinas, respectivamente, p<0,05.
Al igual que la glicina, la concentracion de GABA se increment6 cerca de
1,3 veces en la segunda semana postnatal y luego disminuy6 a los niveles
de adulto joven de 0,75+0,13 umol/100 mg proteinas.

Durante el periodo embrionario hasta la etapa de adulto joven, el
contenido de taurina fue relativamente mas alto en comparacion a los
neurotransmisores inhibitorios rapidos, glicina y GABA, variando de 1 a
6 veces en relacion con la glicina 'y 2 a 9 veces en relacion con el GABA.
La variacion en el contenido de taurina durante el desarrollo fue similar a
la variacion de la glicina, como se muestra en la figura 5. Entre E12 y E16
hubo una gradual pero significativa reduccion en los valores de taurina,
desde 9,36+1,70 a 5,3+0,93 umol/100 mg proteinas, p<0,0001. Desde
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E17 hasta P3 el contenido de taurina se incrementd gradualmente para
llegar a valores maximos de 8,94+0.68 umol/100 mg proteinas en P3.
Durante la primera semana postnatal el contenido de taurina disminuy6
significativamente, cerca de un 50%, a valores promedio 4,22+0,71
umol/100 mg proteinas, p<0,002. En la segunda semana postnatal se
incremento la cantidad de taurina alrededor de 1,2 veces, sin embargo, en
el adulto joven hubo una caida significativa con un promedio de
1,51+£0,44 umol/100 proteinas p<0,0001.

3. Niveles In Vitro de Neurotransmisores Aminoacidicos Excitatorios e
Inhibitorios

El desarrollo de sinapsis funcionales en cultivos de médula espinal de
raton fue determinado mediante el andlisis de los niveles de
neurotransmisores aminoacidicos, excitatorios e inhibitorios, en cultivos
preparados de animales de diferentes edades de desarrollo embrionario,
entre E13 y E19 e incubados in vitro durante 6 dias (Figs.15 A y 8, Tabla
IV). En relacion a los contenidos de glutamato y aspartato, los cultivos
preparados de embriones de E 13 mostraron los valores mas altos después
de 6 dias de incubacién, 1,744+0,30 y 1,3+0,37 umol/100 mg proteinas,
respectivamente. Los _cultivos preparados con embriones de mayor edad,
en‘re yE14 5 E 18y mostranon: v a patrd deqrecier tesen losyniyelosy, de
AurHtrans misoles xiiatorios, 1 @XCEpcion (e 1 n Ingic aento 1o eiado
observado en cultivos preps rados de embriones E 15 (Fig. 15A).

La relacion glicina/GABA vari6é de 2 a 6 veces en los diferentes cultivos
de médula espinal preparados con embriones entre E13 y EI9 (Fig. 158;
Tabla IV). El contenido de taurina fue 2 a 3 veces mas alto que los niveles
de glicina y cerca de 4 a 9 veces en comparacion con los valores de
GAS8A. El nivel de GABA fue relativamente bajo en los diferentes
cultivos estudiados, siendo los cultivos preparados de embriones de E15-
E16 los que mostraron los mayores valores de GA8A. La variacion en los
niveles de glicina y taurina mostrd un patrén similar, siendo detectados
los valores mas altos en los cultivos preparados de embriones de E13 y
Ele6.

El andlisis comparativo del contenido de neurotransmisores
aminoacidicos in vitro e in situ en la médula espinal del raton permite la
cuantificacion relativa de la produccion intrinseca de estos
neurotransmisores, en contraste con los niveles extrinsecos aportados por
los axones aferentes. Los niveles intrinsecos fueron determinados en los
cultivos histotipicos provenientes de embriones E15 y E16 (Fig. 15 Ay
8). Los niveles intrinsecos de aspartato y glutamato fueron 40% mas bajos
que los valores equivalentes en E21 in situ, como se muestra en la figura
16 y Tablas III y IV. Por otra parte, los niveles intrinsecos de glicina
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IV.

(2,47+0,05 pmol/100 mg proteinas), taurina (6,22+0,42 umol/100 mg
proteinas) y GABA (1,27+0,03 pmol/100 mg proteinas) fueron

comparables con sus contenidos equivalentes en E2l in situ (Fig. 16;
Tablas Il y IV).

Discusion

En este trabajo hemos presentado datos sobre la variacion de los niveles
normales de los neurotransmisores aminoacidicos, excitatorios e inhibitorios,
durante la neurogénesis en tres regiones del SNC cuyas funciones se relacionan con
el procesamiento de la informacion sensorial como es el caso del bulbo olfatorio,
coordinacion motora como en la corteza cerebelosa y sensitivo - sensorial -
coordinacion motora en la médula espinal. Cada una de estas regiones estd
compuesta por circuitos neuronales complejos, que actian en la integracion de miles
de sefiales sindpticas, transformando una gran cantidad de entradas sinapticas en una
respuesta singular de salida. La variacién en los niveles de neurotransmisores
aminoacidicos durante el desarrollo, refleja la ontogénesis de las poblaciones
neuronales que emplean estos neurotransmisores en la transmision sinaptica y por
ende, el desarrollo de la formacion de los circuitos neurales excitatorios,
glutamatérgicos y aspartatérgicos e inhibitorios, GABA¢érgicos, glicinérgicos y
taurinérgicos. El contenido de estos neurotransmisores fue también estudiado en
cultivosprimarios h statipieq: del bulbg @ faterio, a cogteza (erehelosay la,madula
sspinell caliizédos curanie 6/diag, para d tessming - los niv el s #mti insecos d| =es.o0s
neurotiansinisores encada region, 10 Cuar tainvicn reficjo ¢l grado”de ‘desariollo
bioquimico de los circuitos neuronales locales crecidos in vitro. Por lo tanto, vamos
a discutir los resultados del estudio en cada regioén por separado y comparado con
los obtenidos en los cultivos histotipicos.

A. Bulbo Olfatorio

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que, en el bulbo olfatorio,
al igual como en otras regiones del SNC, el glutamato es el neurotransmisor
excitatorio dominante y el GABA el principal neurotransmisor inhibitorio. En los
primeros estadios del desarrollo hasta el dia antes del nacimiento (E13-E21), altos
contenidos de glutamato, aspartato y GABA fueron detectados (Figs. 2 y 3; Tabla
1). Los altos niveles de glutamato prenatal se correlacionan con el periodo de
generacion de las neuronas principales del bulbo olfatorio, las células mitrales y las
células en penacho, lo cual ocurre entre E13 y E21 [Bayer, 1983]. Para el dia E19,
las neuronas sensoriales olfatorias glutamatérgicas [Sassoe-Pognetto y col., 1993;
Didier y col., 1994; Ennis y col., 1996] son funcionalmente maduras y forman
sinapsis sobre las dendritas de las células mitrales y en penacho en los arreglos
glomerulares del bulbo olfatorio [Hinds y Hinds, 1976; Gesteland y col., 1982]. Sin
embargo, durante las primeras 24-48 horas después del nacimiento, hubo una
reduccion significativa en las concentraciones de glutamato, aspartato y GABA que
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puede ser provocada por el estrés natal; el principio de la respiracion abrupta
durante el nacimiento tiene posibles implicaciones fisiologicas y metabdlicas en el
sistema olfatorio. Por otra parte, el cambio de una situacion de existencia en un
liquido, el amnidtico, a una situacion de existencia en un medio atmosférico debe
producir cambios significativos en la fisiologia de un quimiorreceptor. Entre P3 y
P15, periodo durante el cual ocurre la méxima formacion de sinapsis en el bulbo
olfatorio [Pomeroy y col., 1990], se produce un incremento progresivo en los
contenidos de glutamato para luego disminuir progresivamente en el estadio de
adulto joven. Los niveles de aspartato muestran un valor maximo al dia P3 y
decrecen gradualmente hasta la segunda semana postnatal. En el estadio de adulto
joven, las concentraciones de aspartato fueron comparables con aquellas de
glutamato, indicando que el aspartato juega un papel de igual importancia al
glutamato en la transmision sinaptica excitatoria del adulto. Las conexiones
excitatorias en el bulbo olfatorio incluyen las sinapsis dendrodendriticas entre las
células mitrales y las células en penacho, y las sinapsis con los axones colaterales
recurrentes dentro del bulbo olfatorio [Mori, 1987; Trombley y Shepherd, 1993].
Estas neuronas excitatorias, las cuales se generan antes del nacimiento [Hinds,
1967; Hinds y Hinds, 1976], contribuyen en gran parte al incremento en el nimero y
complejidad de los circuitos neuronales del bulbo olfatorio. Durante el desarrollo
postnatal, el niimero de circuitos complejos, los glomérulos, que procesan la
informacion olfatoria se incrementa gradualmente y a las 12 semanas de edad
postnatal, el nimero de los glomérulos aumenta hasta 4 veces mas que la encontrada
neonatalmente [Pon 2roy y ccl., 1990]. Esfas regio ies especia izadas de la neuranila
atabir 12¢1d>én enracal siidotcas exc tatesi s  desce lis newrnas (5eas wiales
olfaiorias, ias 'cuaies vontitgamente s, recamoian Guranteicda la=vidadel ‘aniniad [V
al verde y col., 1992; Berkowitz y col., 1994; Keller y col., 1998].

Los contenidos postnatales de GABA se incrementan progresivamente desde
el nacimiento hasta la madurez mostrando valores maximos durante P3, P11Y en el
estadio de adulto joven. Durante las primeras tres semanas de vida postnatal se
generan la mayoria de las poblaciones interneuronales, sin embargo la neurogénesis
de las células granulosas continua hasta la edad adulta [Mair y col., 1982; Bayer,
1983]. Casi todas las neuronas del bulbo olfatorio reciben aferencias GABAérgicas
provenientes de las células granulosas y las interneuronas bulbares. Alrededor de los
glomérulos, las células periglomerulares GABAérgicas inervan las dendritas
primarias de las células mitrales y en penacho. Por otra parte, las dendritas
secundarias de las células mitrales y en penacho forman sinapsis dendrodendriticas
reciprocas en la capa plexiforme externa con las dendritas periféricas de las células
granulosas GABAérgicas internas. Las células granulosas internas y las células
periglomerulares reciben aferencias de los axones cortos de las interneuronas
GABA¢érgicas.

En todo el periodo de desarrollo estudiado, la concentracion de glicina
permanecié relativamente baja (Fig. 3), sugiriendo que en el bulbo olfatorio la
glicina probablemente ejerce mas el papel de neuromodulador que el de
neurotransmisor. Estudios inmunocitoquimicos identificaron en el mismo terminal
axonico la presencia de los neurotransmisores glicina y GABA en la capa
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glomerular del bulbo olfatorio [Kosaka y col., 1998]. En relacion a la taurina,
concentraciones relativamente bajas fueron detectadas durante el periodo prenatal,
pero después del nacimiento el contenido de taurina se incrementd gradualmente
con la edad y en el adulto, su concentracion fue comparable con la del GABA 'y
glutamato (Fig. 3). Evidencias inmunohistoquimicas demuestran la presencia de
aurina en varias células bulbares y en la region glomerular y su colocalizaciéon con
el glutamato en los terminales axonicos de las neuronas olfatorias [Didier y col.,
1994]. Se ha propuesto que la taurina es un neuromodulador inhibitorio porque
regula el flujo del calcio en los terminales nerviosos del cerebro [Magnusson, 1996],
pero en un reporte mas reciente [Puopolo y col., 1998] ha sido demostrado su rol
como neurotransmisor inhibitorio mediado por la activacion directa de los
receptores GABAA.

Los cultivos primarios preparados de bulbo olfatorio de ratones P10
adquieren un alto grado de caracteristicas histotipicas después de 6 dias de
desarrollo in vitro, como se puede observar en las micrografias electronicas
mostradas en las figuras 1A y IB. A pesar de la deaferentizacion, las células mitrales
y granulosas exhiben caracteristicas ultraestructurales homologables a las células
desarrolladas en el animal vivo (Fig. IB) y muestran una neuropila bien definida, en
donde las sinapsis reciprocas pueden ser facilmente identificadas (Fig. 1A). Los
resultados del andlisis comparativo del contenido de neurotransmisores
aminoacidicos in vitro e in situ en el bulbo olfatorio reflejan los niveles intrinsecos
de estos neurotransmisores, en contraste con los niveles extrinsecos aportados por
los axones aferente;._aunau: existe la fosihilid d que las condiciones jin_vitro
sucdan/ceubar/camlios ¢€a 16s nivel s er doger os de ¢stcs epss ransrigor e=_2n
estudios anteriords eros ehipeadtd este mtouo coémpatativo para "detcrmiirad la
produccion endogena de varios neurotransmisores en una region particular del SNC
[Palacios-Prii y col., 1998; Miranda-Contreras y col., 1998]. Los niveles in vitro de
glutamato y glicina fueron significativamente mas altos que los valores equivalentes
en el adulto in situ, mientras que el contenido de GABA in vitro fue comparable al
equivalente en el adulto in sifu (Fig. 4). Por otra parte, los niveles in vitro de
aspartato y taurina fueron significativamente mas bajos que sus contenidos
equivalentes en el adulto in situ. Estos datos sugieren que la produccion intrinseca
de glutamato, glicina y GABA en el bulbo olfatorio es mayor que la cantidad
extrinseca proveniente de los axones aferentes de los nervios olfatorios y de los
centros olfatorios de la corteza cerebral; por otra parte, cantidades mayores de
aspartato y taurina provienen de neuronas localizadas extrinsecamente. Estos
resultados son consistentes con las evidencias inmunohistoquimicas que demuestran
la colocalizacion de taurina y glutamato en los terminales axonicos de las neuronas
sensoriales olfatorias [Fagg y Foster, 1983; Didier y col., 1994], asi como la
colocalizacion de glicina y GABA en las células periglomerulares y en las neuronas
de axon corto [Kosaka y col., 1998].

B. Corteza Cerebelosa

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman y amplian los
hallazgos de los estudios previos sobre la neurotransmision sinaptica en la corteza



Ontogénesis In Situ e In Vitro de los Neurotransmisores Aminoacidicos en Diferentes Regiones del Sistema Nervioso Central

cerebelosa del raton, demonstrando que el glutamato y el GABA son los
neurotransmisores aminoacidicos predominantes en el cerebelo. Durante los
estadios tempranos de la neurogénesis, entre los dias E15 y E21, fueron detectados
niveles de GABA con valores de 2-3 veces mas altos que los contenidos de
glutamato y aspartato (Figs. 7 y 8). En los ratones, el periodo de maxima
proliferacion de las células de Purkinje y de las células de Golgi ocurre entre los
dias E13-E16 y E18-E21, respectivamente [Altman y Bayer, 1984]. Los altos
niveles de GASA durante este periodo se correlacionan con la generacion de estas
neuronas y la inmunorreactividad con la decarboxilasa acido glutdmico observada
en las células de Purkinje inmaduras y en las células de Golgi. Durante este periodo
también se encuentran altos niveles de glutamato y aspartato, los cuales juegan un
papel tréfico durante el desarrollo [Lipton y Kater, 1989; Lauder, 1993]. Estos
resultados son consistentes con los estudios inmunocitoquimicos y demuestran la
abundancia de los receptores y transportadores de glutamato desde muy temprana
edad, como es E13 [Takayama y col., 1996; Furuta y col., 1997; Yamada y col.,
1997], asi como la influencia moduladora positiva de GABA produciendo un factor
de equilibrio para el glutamato y un soporte tréfico para las células que son
vulnerables a la excitotoxicidad del glutamato [Chen y col., 1996; Khalilov y col.,
1999].

Los niveles postnatales de glutamato y aspartato mostraron patrones
comparables de variacion, aumentando gradualmente desde el nacimiento hasta el
estadio de adulto joven. mostiando_valores maxime s los dias ’3, P11 y adulto ioven
Figl 7)Y, Ksics/resul ad¢s/ cotondran Ics [lospc-icdos e ncrvaei n exiitaté sia'de
las‘células"de" Purkinge! el primero,=<€itre 12-25, cuatidowialtipres’iibras repaddras
hacen contactos sindpticos con los procesos somaticos de las células de Purkinje; y
el segundo, entre P10-P14, que coincide con el crecimiento y arborizacion de las
dendritas de las células de Purkinje, cuando se establecen multiples contactos
sinapticos entre las espinas dendriticas de las células de Purkinje y las fibras
paralelas de las células granulosas [Crépel y col., 1981; Mariani y Changeaux,
1981]. En el cerebelo maduro, cada célula de Purkinje es inervada por muchas fibras
paralelas y recibe numerosos contactos sindpticos de una fibra trepadora [Mason y
col., 1990]. Nuestros datos sugieren que tanto el glutamato como el aspartato
participan en el desarrollo de las conexiones sindpticas excitatorias en el cerebelo.

Durante las primeras dos semanas después del nacimiento, los niveles de
GABA permanecieron altos y a la tercera semana, alcanzan los valores de adulto
(Fig. 8). En la corteza cerebelosa del ratén este periodo se caracteriza por la
maduracion neuronal, tanto de las células de Purkinje como de las células de Golgi
asi como incluye también el periodo de la sinaptogénesis entre las fibras paralelas y
las neuronas de Purkinje [Altman, 1972]. Los niveles altos de GABA observados en
los dias P3 y P11 podrian corresponder al periodo inicial de formacion sinaptica
entre los axones de las células de Purkinje y las neuronas de los nticleos cerebelosos
profundos entre los dias P2-P6, la elaboracion de las dendritas y axones de las
células de Golgi entre P3-P5 y la inervacion de las células de Purkinje por las
células en cesta y las células estrelladas, maduran hacia la segunda semana postnatal
[Altman, 1972]. A las tres semanas de desarrollo postnatal, estas interacciones
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sindpticas se hacen mas extensas y maduras. Los altos contenidos de GABA durante
este periodo son consistentes con el incremento en la sintesis de GABA en las
neuronas GABA¢érgicas en el cerebelo durante el desarrollo; por otra parte, la
sintesis de los receptores GABAA también aumenta significativamente durante la
segunda semana del desarrollo postnatal [Meineckle y Rakic, 1990; Laurie y col.,
1992].

Los neurotransmisores inhibitorios, glicina y taurina, mostraron patrones
comparables de desarrollo, como se pueden ver en la figura 8. Ambos
neurotransmisores estdn presentes en concentraciones relativamente bajas durante el
periodo prenatal, desde E15 hasta E21. Sin embargo, después del nacimiento sus
concentraciones ascienden significativamente cerca de 4 veces al dia P1 y luego
decrecen a niveles moderados durante la primera semana postnatal. Es interesante
destacar que tanto la glicina como la taurina son los Unicos neurotransmisores
encontrados en niveles bajos durante los dias prenatales, ya que en el. momento del
nacimiento hay un incremento abrupto en sus concentraciones; este fendmeno
requiere estudios adicionales. Un incremento gradual en los niveles de ambos
neurotransmisores fue observado durante la segunda semana postnatal; durante la
tercera semana alcanzan valores semejantes a los del animal adulto. La variacién en
los niveles de glicina durante el desarrollo en el cerebelo es consistente con la
expresion de los transportadores de glicina, G1 y T1 y G1 y T2 [Zafra y col., 1995].
La glicina ha sido colocalizada con GABA en los terminales axonicos de las células
de Golgi [Oftersen ; col., 1938b], nor ot parte ce ha demcstrado la presencia de
ot 1edptore: e glcinily CA3A en as celul side Colg [vanecen Pol/jy [Sercs,
19838; "Dieudonnd; L1955].=Turanie” o5 prieros €stadios Jdedcsairolio sc=iian
encontrado altas concentraciones de taurina en las células de Purkinje y en las
células granulosas [Magnusson, 1994; 1996]. La taurina parece jugar un papel
importante durante el crecimiento del arbol dendritico de las células de Purkinje y
durante la migracion de las células granulosas, lo cual es uno de los procesos
fundamentales que definen la morfogénesis cerebelosa [Trenker, 1990; Trenker y
col., 1 996].

A pesar de la deaferentizacion, los cultivos histotipicos de la corteza
cerebelosa mostraron un alto grado de diferenciacion neuronal, como se demuestra
con la formacién de las capas plexiformes granulosas (Figs. 5 - 6 A y B) que
representan la organizacion de los circuitos sindpticos intrinsecos en la corteza
cerebelosa. Un hallazgo interesante en estos cultivos es la presencia de grandes
terminales axdnicos semejantes a las fibras musgosas (Fig. 6A y 6B) que muestran
contactos sindpticos multiples con las dendritas de las células granulosas. Dado que
las fibras musgosas son de origen extracerebelar, la formacion in vitro de terminales
axonicos semejantes a las fibras musgosas podria ser una contribucion de los axones
de las células en cesta localizadas en la capa granulosa [Mugnaini y col., 1997] o ser
una expresion de plasticidad neuronal que hace que los axones de algunas células
granulosas produzcan sitios multisindpticos para asemejar la organizacion de los
necesarios terminales musgosos que actian como los elementos divergentes del
circuito excitatorio de las células de Purkinje. En favor de esta tltima hipotesis estd
el hecho que las vesiculas sinapticas son esferoidales como las de los musgos y las
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de las fibras paralelas, mientras que las c€lulas en cesta o de Cajal tienen vesiculas
aplanadas [Palacios-Prii y col., 1977].

Los datos obtenidos de los estudios comparativos, in situ e in vitro,
demuestran que tanto el glutamato como el aspartato juegan un papel importante en
la neurotransmision excitatoria de los circuitos cerebelosos intrinsecos. Después de
6 dias de incubacion, los cultivos histotipicos de la corteza cerebelosa mostraron
niveles comparables de glutamato y aspartato, pero sus concentraciones en los
cultivos fueron 50% mas bajas que los valores equivalentes en el animal adulto in
vivo. Debido a que las células granulosas constituyen la inica poblacion neuronal
excitatoria en el cerebelo, estos resultados sugieren que las neuronas granulosas
usan tanto glutamato como aspartato como neurotransmisores. Ademas,
aproximadamente 50% de las sinapsis excitatorias en los circuitos neuronales de la
corteza cerebelosa en el adulto son sinapsis establecidas entre las células de
Purkinje y los aferentes axdnicos provenientes de los nicleos de la oliva inferior, las
fibras trepadoras, y de varias regiones del SNC, las fibras musgosas. Estos hallazgos
indican que las aferencias, las fibras trepadoras y musgosas, también utilizan
glutamato y aspartato como sus agentes transmisores excitatorios, lo cual estd en
desacuerdo con algunos reportes [Somogyi y col., 1986; Garth Waite y Brodbelt ,
1990] que afirman que son principalmente glutamatérgicos. Estudios previos han
demostrado la presencia y la liberacion de aspartato en los terminales axonicos de
las fibras trenadoras gue hacen sinansis cch las célilas de Purkinie [Wiklund v.col.,
(937 ]

En los cultivos histotipicos de la corteza cerebelosa, la neurotransmision
inhibitoria es predominantemente GABAérgica, como se puede observar en la
figura 8, con una elevada concentracion de GABA in vitro, cerca de 3 veces mayor
que la de glicina y 6 veces mas alta que la de taurina. Los niveles de GABA y
glicina in vitro son comparables con los valores en el adulto in si/u, sugiriendo que
la gran mayoria del GABA y de glicina se produce enddégenamente en la corteza
cerebelosa. En relacion al contenido de taurina in vitro, fueron detectados niveles
relativamente bajos, cerca del 79% mas bajo que los valores equivalentes in situ.
Estos hallazgos sugieren que en el cerebelo la mayor parte de la taurina proviene de
aferencias extracerebelosas. Evidencias inmunocitoquimicas han demostrado la
presencia de taurina en las células de Purkinje y en los axones aferentes en
migracion de las fibras trepadoras y musgosas en la capa granulosa durante los
primeros estadios de desarrollo [Magnusson, 1994].

C. Médula Espinal

En el presente estudio hemos demostrado que el glutamato es el
neurotransmisor aminoacidico excitatorio mas importante en la médula espinal y la
glicina es mas abundante que el GABA en esta region del SNC; estos resultados son
consistentes con los reportes previos que involucran a estos neurotransmisores en la
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neurotransmision sinaptica rapida en la médula espinal [van de Pol y Gorcs, 1988;
Clements y col., 1990; Betz, 1991; Kuhse y col., 1995; Alvarez y col., 2000].
Estudios con antagonistas indican que existen dos componentes en la inhibicién de
las neuronas espinales: una de fase rapida que compromete a los receptores de
glicina y una de fase lenta mediada por los receptores GABAA [Baba y col., 1994;
Yoshimura y Nishi, 1995].

En la médula espinal la conexién neuronal mas ampliamente estudiada
durante el desarrollo ha sido la establecida entre las motoneuronas y los musculos
que ellas inervan [deLapeyri¢re y Henderson, 1997; Hughes y Salinas, 1999]. Todas
las motoneuronas son consideradas colinérgicas e inician la expresion de colina
acetiltransferasa en etapas muy tempranas del desarrollo [Phelps y col., 1988;
Tanabe y Jessell, 1996]. Sin embargo, se tiene poca informacién en relacion al
desarrollo de las interneuronas espinales y la formacion de conexiones sinapticas
interneuronales. La via eferente motora de la médula espinal es generada, en gran
parte, por los circuitos de interneuronas excitatorias e inhibitorias. En este sentido se
sabe que los componentes basicos de la red neuronal que coordina la locomocion,
contienen interneuronas excitatorias glutamatérgicas que se proyectan a todos los
tipos de interneuronas ipsilaterales y a las motoneuronas e interneuronas inhibitorias
glicinérgicas y GABA¢érgicas con proyecciones ipsilaterales y contra laterales que
inhiben todas las células en la red locomotora [Grillner y col., 1995; 2000; Tran y
Phelps, 2000]. Los datos reportados en el presente estudio sobre los cambios en los
niveles de neurotrar smisores aminoacididhs desd¢ el periode embrionario hasta el
so:thatil Tteryranol periaiten abortar i1 formacidn sHbr: faer ogérizs's| dela
pobiacion e inteinclrdnas=Cspinaiesy ha eromdiogia’derdcsartoiic de los circditos
funcionales de las interneuronas excitatorias e inhibitorias.

Como se muestra en las figura 13, niveles relativamente altos de glutamato
ya se detectan en la médula espinal del raton al dia E 12, indicando la presencia de
numerosas neuronas glutamatérgicas, lo cual se correlaciona con la evidencia
electro fisioldgica del registro de potenciales de accidon sodio-dependientes en la
rata, en edades tempranas como E13 [Saito, 1979; Seno y col., 1984; Ziskind-
Conhaim, 1988; Mandler y col., 1990]. Entre E16 y E19, el contenido de glutamato
se incrementa significativamente; este incremento se corresponde con el inicio de la
sinaptogénesis en motoneuronas espinales a partir del dia E 16; ya al dia E 19 se
observan sinapsis excitatorias bien establecidas en todas las motoneuronas [Ziskind-
Conhaim, 1990]. Por otra parte, disminuciones significativas del contenido de
glutamato fueron observadas entre E12 E16 y entre P3-P7. Estos resultados
sugieren una pérdida importante de los contactos sinapticos excitatorios establecidos
entre interneuronas y motoneuronas y entre axones aferentes y motoneuronas, los
cuales corroboran los hallazgos de Oppenhein [1986] sobre la pérdida numérica de
motoneuronas durante el desarrollo de la médula espinal de la rata, mostrando un
40-45% de pérdida de estas células entre E 15 y P5. Los dos periodos aparentemente
relacionados con la eliminacion de sinapsis pueden estar correlacionados como dos
eventos importantes que ocurren en el cerebro en desarrollo: la muerte celular
programada o apoptosis y el refinamiento de las sinapsis estimulo -dependiente. La
apoptosis esta involucrada en el modelaje final de la poblacién neuronal en el
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sistema nervioso en desarrollo [Linden, 1994; Thomaidou y col., 1997], mientras
que el refinamiento de las sinapsis estimulo-dependiente asegura las conexiones
precisas en el circuito neural para el funcionamiento adecuado del SNC [Lichtman y
Colman, 2000].

Los cambios durante el desarrollo de los contenidos de glicina y GABA se
muestran en la figura 15 y Tabla IIl. Entre E12-E13, los niveles de glicina se
encuentran aproximadamente 6-8 veces mdas altos que los valores de GABA,
indicando que en esta temprana edad ya existen en la médula espinal del raton
abundante interneuronas glicinérgicas. Entre E17 y P3, el contenido de glicina se
incrementd significativamente, aproximadamente 4 veces mas de su contenido
inicial, sugiriendo la generacion de numerosas neuronas glicinérgicas durante este
periodo. Estos resultados son consistentes con los datos bioquimicos que muestran
la presencia de receptores de glicina desde el dia E14 en la rata [Akagi y Mileidi,
1988] y con evidencias inmunocitoquimicas del aumento en la cantidad de células
inmunoreactivas a glicina y GABA entre E17 y E19 [Wu y col,, 1992; Gao y
Ziskind-Conhaim, 1995]. Por otra parte, el patron de cambios en los contenidos de
GABA durante el desarrollo mostré un incremento gradual entre E14 y P3, con
valores maximos observados en E19 y P3. Estos resultados confirman los reportes
de registros electrofisioldgicos al dia E17 indicando actividad GABAérgica en la
médula espinal aislada de fetos de rata [Seno y Saito, 1985]. Con técnicas
inmunocitoquimicas se ha detectado la enzima que sintetiza el neurotransmisor
GABA, la decarbol ilasa Ac do glutdmich (GAL 65), entre los.dias E17 y_E20
Gilirol Ji.fvicol.. 200)], fadifcolnC 1nauncnto ‘en e narero de [dluas
inmanureactivas & gligina v GABA  nae E17y L19 [Wa'y coly; 1992]7 Coind se
muestra en la figura 15, hay una reduccion significativa en los niveles de glicina
entre los dias E14-E16 y P3-P7, la cual puede estar relacionada con la apoptosis
durante el desarrollo normal; el grado de apoptosis fue menos pronunciado para las
interneuronas GABAérgicas en estos dos periodos.

El papel de neurotransmisor inhibitorio o neuromodulador de la taurina ha
sido demostrado en la médula espinal [Yasunami y col., 1988; Lee y col., 1992] asi
como también en otras regiones del SNC [Decavel y Hatton, 1995; Gragera y col.,
1995; Puopolo y col., 1998; Flint y col., 1998; Scheller y col., 2000]. Los altos
niveles de taurina detectados durante el desarrollo implican que ella realiza otras
funciones diferentes a la neurotransmisiéon, como es la de actuar como
osmorregulador y estabilizador de las membranas celulares [Saransaari y Oja, 1992;
Hussy y col., 1997]. Sin embargo, la abundancia de taurina en el cerebro proviene
no solamente de las células nerviosas sino también de las células gliales, ya que la
biosintesis de la taurina a partir de la cisteina también se encuentra en el aparato
metabolico de los astrocitos [Brand y col., 1998]. Por otra parte, como se observa en
los patrones de cambio de los niveles de glutamato y glicina durante el desarrollo
(Figs. 14 y 15), disminuciones significativas en los niveles de taurina fueron
encontradas durante tres etapas: entre E15-E16, entre P3-P7 y en el estadio del
animal adulto. Estos resultados parecen reforzar el rol de la taurina en la
neurotransmision sindptica en la médula espinal. La taurina se conoce bien como un
activador de los receptores de glicina y GABA, durante el desarrollo neocortical
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temprano [Hussy y col., 1997; Flint y col., 1998; del Olmo y col., 2000]. Varios
reportes han demostrado que la activacion de estos receptores en la neocorteza en
desarrollo es excitatoria, conduciendo a un aumento en la actividad sinaptica y en la
elevacion del calcio intracelular [Hussy y col., 1997; Flint y col., 1998; van de Pol y
col., 1998; del Olmo y col., 2000]. Como se muestra en la Tabla 1II, durante el
desarrollo en la médula espinal, la proporcion de taurina a glutamato varié de 2 a 4
veces, mientras que la relacion de taurina a glicina, de 2 a 6 veces; en el adulto,
ambas relaciones dieron valores de 1:1. Estos resultados demuestran el papel
protector de taurina a las neuronas en crecimiento, protegiéndolas de excesiva
excitacion que puedan causar los neurotransmisores aminoacidicos excitatorios
[Lehman y col., 1984]. Este hecho probablemente explica su abundancia relativa en
el CNS en desarrollo [Huxtable, 1989; Magnusson, 1996].

En el estudio de los niveles de los neurotransmisores aminoacidicos en
cultivos de médula espinal de raton, preparamos cultivos primarios de la médula de
embriones de diferentes edades, entre E13 y E19, y se cultivaron durante 6 dias,
para determinar la edad critica de desarrollo en la cual se obtienen las caracteristicas
histotipicas. Como resultado de los analisis usando la de microscopia de luz de alta
resolucion (Figs. 10A y B) Y estudios ultraestructurales (Figs. 11 - 12 A y B), asi
como del andlisis de la ontogénesis de los neurotransmisores aminoacidicos en la
médula espinal (Fig. 15 A y B; Tabla IV), los cultivos preparados de ratones E15-
E16 mostraron las mejores caracteristicas fenotipicas y contenidos de
neurotransmisores hhmologal les a_los enihriones rivos de_ecad equivalente a _E21.
La [ridrozcopia de lul ly (lectoniza ce les cultives [evelass carag el eticas
moi foiogicas von'urn wito grado de dl erenviavion, mustiatido diversidad neurcwal y
una neuropila externa o sustancia blanca bien definida. En estos cultivos fueron
observados numerosos contactos sinapticos asimétricos y simétricos, caracteristicas
de las sinapsis excitatorias e inhibitorias, respectivamente (Figs. 12 A y B). La
presencia de grandes neuronas con rasgos ultraestructurales propios de las
motoneuronas (Fig. 11) indica un alto grado de sobre vivencia de la poblacion
neuronal de motoneuronas ¢ interneuronas de la médula espinal a pesar de la
deaferentizacion. Ademas, la presencia de axones mielinizados (Fig. 12) y la
existencia de una region periférica de sustancia blanca indican el desarrollo de
células gliales, tanto oligodendrocitos como astrocitos, en estos cultivos histotipicos
de médula espinal.

Aunque los cultivos histotipicos retienen las caracteristicas morfologicas
principales de la médula espinal intacta, existe la posibilidad que las condiciones in
vitro puedan causar reorganizaciones conexionales después de la deaferentizacion
de todas las conexiones extrinsecas, aferentes y eferentes. Ademads las condiciones
in vitro también pueden afectar la produccion endégena de neurotransmisores de los
circuitos neuronales intrinsecos conservados. Como se muestra en la figura 16, el
analisis comparativo de los niveles de neurotransmisores aminoacidicos, in vitro vs.
in situ, demuestra que la distribucién normal de los aminoacidos neuroactivos en la
médula espinal se mantiene en estos cultivos histotipicos. Sin embargo, los
contenidos de aspartato y glutamato fueron mas bajos aproximadamente el 40%,
respecto a los valores normales in situ, lo cual puede ser debido a la
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deaferentizacion de los terminales axdnicos sensitivos, sensoriales y supraespinales,
en los cuales se ha demostrado que son principalmente glutamatérgicos [Grillner y
col., 1995; 2000; Alvarez y col., 2000]. En contraste, los niveles de glicina y taurina
estan cerca de 80-90% de los valores normales in situ, mientras que los contenidos
de GABA fueron homologables con los niveles in situ. Estos resultados indican que
los circuitos sinapticos intrinsecos pueden ser mantenidos en los cultivos
histotipicos de la médula espinal preparados de embriones de raton de E15-E16.
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V. Resumen y Conclusiones

A.

En este estudio, hemos suministrado datos cuantitativos, obtenidos mediante HPLC,
sobre los niveles normales de neurotransmisores aminoacidicos, tales como: el
glutamato, el aspartato, la glicina, la taurina y el GABA, durante la neurogénesis del
bulbo olfatorio, la corteza cerebelosa y la médula espinal de raton, desde E12 hasta
P30. El estudio de la ontogénesis de estos neurotransmisores en distintas regiones
del SNC nos aporta una mejor comprension del desarrollo de las conexiones
sindpticas de la neurotransmision aminoacidica de cada region.

Para determinar los niveles funcionales de los neurotransmisores aminoacidicos en
los circuitos locales o intrinsecos de las regiones objetos de estudio, fueron
analizados estos neurotransmisores en cultivos primarios histotipicos de bulbo
olfatorio, corteza cerebelosa y médula espinal de raton.

Los cultivos de médula espinal fueron preparados de embriones entre E13 y E19, y
de los cuales los cultivos provenientes de E15-E16 tienen el mayor grado de
desarrollo de las caracteristicas histotipicas y el mas alto contenido de
neurotransmisores si se les compara con las edades equivalentes. Por otra parte, los
cultivos de bulbo olfatorio y corteza cerebelosa fueron preparados de ratones de la
edad_P10 para_obtcaer culti’os histotinifos_com) se ha dé¢mostrado en nuestros
rabijog antiiicres.

Basandose en los datos obtenidos en este estudio, podemos concluir que en la
construccion de los circuitos neuronales complejos del bulbo olfatorio durante la
neurogénesis, los neurotransmisores glutamato y GABA tienen un papel principal
en la transmision sindptica (Fig. 17). Sin embargo en el animal adulto, el aspartato
se encuentra en concentraciones similares a la del glutamato indicando la
importancia de ambos aminoacidos en la transmision sindptica excitatoria en el
adulto. Por otra parte, tanto GABA y taurina tienen concentraciones comparables en
el animal adulto joven sugiriendo la influencia importante de la taurina en la
neuromodulacién o neurotransmision sindptica inhibitoria en el adulto.

El andlisis comparativo in vitro e in situ de los neurotransmisores aminoacidicos
indican una alta proporcion de glutamato, glicina y GABA en los cultivos indicando
que estos son intrinsecos al bulbo olfatorio y que la mayor proporcion del aspartato
y la taurina proviene de neuronas localizadas extrinsecamente.

Los estudios comparativos in situ € in vitro de los neurotransmisores aminoacidicos
en la corteza cerebelosa demuestran que tanto el glutamato como el aspartato juegan
un papel de igual importancia en la neurotransmision excitatoria de los circuitos
cerebelosos intrinsecos. Ya que las células granulosas constituye la unica poblacion
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neuronal excitatoria en el cerebelo, nuestros resultados sugieren que las neuronas
granulosas  emplean  glutamato 'y aspartato como  neurotransmisor.
Aproximadamente 50% de las sinapsis excitatorias en la corteza cerebelosa madura
son sinapsis establecidas entre las células de Purkinje y los aferentes axdnicos de las
fibras trepadoras y musgosas. Nuestros resultados también indican que las
aferencias extracerebelares utilizan el glutamato asi como el aspartato como sus
agentes neurotransmisores excitatorios.

En la corteza cerebelosa, la neurotransmision inhibitoria es predominantemente
GABA¢érgica (Fig. 18). Los niveles de GASA y glicina in vitro son comparables con
sus equivalentes contenidos in situ, sugiriendo que la gran proporcion de GABA y
glicina se produce endogenamente en la corteza cerebelosa. En el cerebelo, la
mayoria de la taurina proviene de aferencias extracerebelosas.

La neurotransmision sindptica inhibitoria en médula espinal es principalmente
mediada por glicina, como ha sido demostrado en este estudio con los niveles de
glicina consistente mente mas altos aproximadamente 2 a 3 veces mas que los de
GABA (Fig. 19). Sin embargo, los niveles de taurina son ain mas altos en
comparacion con los neurotransmisores inhibitorios rapidos, el GABA vy la glicina,
variando de 1-6 veces en relacion con glicina y de 2-9 veces en relacion con GABA.
Por otra parte, los viilares de taurina disnfinuveror significat vamente en el estadio
le| frira écuito, dimastranco gile I thulin2.e5 rce un: in Iv ensia impo tant =ox el
desarrullo Ge ta niéduid espiial.

El andlisis comparativo, in situ e in vitro, de los niveles de neurotransmisores
aminoacidicos en médula espinal demuestran que los contenidos de estos
aminoacidos neuroactivos en cultivos histotipicos son comparables con sus valores
equivalentes en el animal vivo, con excepcion de los niveles de glutamato y
aspartato que fueron aproximadamente 40% mas bajos de los valores in situ, lo cual
puede ser debido a la deaferentizacion de los terminales axonicos sensitivos,
sensoriales y supraespinales. Estos resultados indican que los circuitos sinapticos
intrinsecos se mantienen integros en los cultivos histotipicos de la médula espinal.

Finalmente, los cultivos histotipicos de diferentes regiones del SNC, caracterizados
por su histotipia, citotipia y propiedades neuroquimicas, serdn un modelo
importante para estudios funcionales concernientes a la fisiologia y la fisiopatologia
de la neurotransmision sindptica aminoacidica y asi llegar a establecer estrategias
reparativas para muchos desordenes del SNC.
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Figura 1

A. Seccion de neuropila en un cultivo histotipico del bulbo olfatorio preparado de

ratones P10 y cultivados durante 6 dias. En esta fotografia, se pueden ver dos tipos
de sinapsis establecidas entre dos terminales con la misma dendrita grande (D): una
sinapsis asimétrica excitatoria demostrando una densidad postsinaptica (PSD)
gruesa (flecha curva) y una sinapsis simétrica inhibitoria (flecha) sin PSD. Ambos
elementos presinaptico y postsindptico tienen vesiculas sindpticas en las regiones
sinapticas activas, indicando la presencia de sinapsis reciprocas en estos cultivos, lo
cual es comun entre las células mitrales y en penacho con las células granulosas.
X34.200.

En esta imagen de un cultivo histotipico del bulbo olfatorio, las caracteristicas
fenotipicas de una neurona principal, la célula mitral (CM), son facilmente
reconocibles como un nuicleo prominente y ovoidal, con una cromatina dispersa y
un nucléolo grande (flecha), y un citoplasma con abundantes organelas, tales como
numerosas mitocondrias y un aparato de Golgi bien desarrollado. La célula
granulosa (CG) se puede identificar por su tamafio pequefio, un ntcleo oscuro y
poco citoplasma. X9.000.
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Figura 2

Niveles de neurotransmisores aminoacidicos excitatorios: glutamato y aspartato,
durante el desarrollo del bulbo olfatorio, desde la edad embrionaria E15 hasta el estadio
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Figura 3
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Figura 4

Analisis comparativo de los niveles de neurotransmisores aminoacidicos en cultivos
histotipicos del bulbo olfatorio y en animales adultos jovenes. Los valores

resadas en, U 00 g'p in: esentan los| pramedi us
e o and . indﬁi vi;v\QEY
de 10 uiferentes riiucsiias tu, . las 'estadisticas™p < 0,6001,""* p

<0,10.
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Figura 5

Seccion de un cultivo histotipico de la corteza cerebelosa de raton preparado de la
edad postnatal P10 y cultivado durante 6 dias. En esta fotografia, pueden ser
observadas unas sinapsis axo-espinosas (flechas) en la neuropila plexiforme, las
cuales son homologables a las encontradas en el animal vivo. X24.000.
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Figura 6

A. En esta imagen de un cultivo histotipico de la corteza cerebelosa se muestra un
arreglo sindptico glomerular, que es homologable con lo que se encuentra en el
animal iz situ, formado por 1 n_terminal #x6nico | arecido al/de una fibra musgosa
roleads por los cuernos d: lar c:liilas g ar ulesac. 27(8.0(0.

B. A mayor aumento, el terminal axonico parecido al de la fibra musgosa muestra un
contenido de numerosas vesiculas sinapticas claras, pocas vesiculas de corazén
electrondenso (flechas) y mitocondrias; se observa el establecimiento de multiples
contactos sindpticos asimétricos que son caracteristicos de una fibra musgosa.
X28.800.
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Figura 7

Niveles de neurotransmisores aminoacidicos excitatorios: glutamato y aspartato,
durante el desarrollo de la corteza cerebelosa de ratdén, desde la edad
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Figura 8

Niveles de neurotransmisores aminoacidicos inhibitorios: GABA, glicina y
taurina, durante el desarrollo de la corteza cerebelosa de raton, desde la edad
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Figura 9
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Diferencias estadisticas: *p<0,0001; **p<0,0002; ***p<0,10.

C.C.Reconocimiento-No Compartir



Ontogénesis In Situ e In Vitro de los Neurotransmisores Aminoacidicos en Diferentes Regiones del Sistema Nervioso Central

12
O|n vitro
Bn situ
10 9
% B -
(=1
£ °
WWW ve
2 -4
Glutamato Aspartato Glicina Taurina GABA

C.C.Reconocimiento-No Compartir



Ontogénesis In Situ e In Vitro de los Neurotransmisores Aminoacidicos en Diferentes Regiones del Sistema Nervioso Central

Figura 10

A. En esta fotografia de un corte fino de la médula espinal del raton embrionario de

edad E13, se pueden observar células mitoticas en el borde ependimal (circulo) asi
como numerosos neuroblastos en migracion (flechas). Una region estrecha, acelular,
la sustancia blanca (SB) ya existe a esta edad.

Seccion de un cultivo histotipico de la médula espinal preparado de ratones
embrionario_s de ecad EL15 7 cultivadosidurante/6 dias, en' donde se_pueden ver
srendzs nevipras (fleckal y humerogas niurescs e diim tr) méc pequeiol Ha'la

periferia ael Culfivoy=se paede noier a ommacion” de=ina rogion "plexiford o
neuropila externa (NE). X280
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Figura 11

En esta fotografia de un cultivo histotipico de la médula espinal del raton
preparado de embriones de edad E15 y cultivados durante 6 dias, dos
neuronas grandes y bien diferenciadas, probablemente motoneuronas (Mn),
se pueden observar con nucleos grandes y abundante citoplasma rico en
organelas. N, nucleo. X8.500
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Figura 12

Secciones de la neuropila de un cultivo histotipico de la médula espinal
preparado de ratones embrionarios de edad E15 y cultivados durante 6 dias:

A. A mayor aumento, se pueden observar dos contactos sinapticos
asimétricos, caracteristicos de las sinapsis excitatorias. Ax, axon; Den,
dendrita X36.000.

B. En esta imagen se pueden distinguir dos contactos sinapticos simétricos
que care(en de_deasidades podisinAnticas, caracte isticas de las sinansis
ianioditorias. Un acéa/polre ni ntese i1 regularn e1 te.mx clinizado | &) se

pucdeobservar S 36.007,
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Figura 13

Niveles de neurotransmisores aminoacidicos excitatorios: glutamato y
aspartato, durante el desarrollo de la médula espinal del raton, desde la edad
embrionaria E12 hasta el estadio de adulto joven, P30-P40. Los valores,

expresados en pmol/100 mg proteinas, son promedios con sus desviaciones
estandares (X+D.E.), n = 10-20.
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Figura 14

Niveles de neurotransmisores aminoacidicos inhibitorios: GABA, glicina y
taurina, durante el desarrollo de la médula espinal del raton, desde la edad
embrionaria E12 hasta el estadio de adulto joven, P30-P40. Los valores,
expresados en umol /100mg proteinas, son promedios con sus desviaciones
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A. Figura 15

Variaciones en los niveles de neurotransmisores aminoacidicos en cultivos
primarios de la médula espinal del ratén preparados de embriones entre las
edades E 13 y E 19 y cultivados durante 6 dias.

A. Contenidos de neurotransmisores excitatorios: glutamato y aspartato.
B. Contenidos de neurotransmisores inhibitorios: GABA, glicina y taurina.

Los valores, expresados en umol/100 mg proteinas, son promedios con
sus desvia :ianes.es andares (X£ D). E)n = 5-10.
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Figura 16

Andlisis comparativo de los niveles de neurotransmisores aminoacidicos en
cultivos histotipicos de la médula espinal, preparados de ratones
embrionarios de edad E15 y cultivados durante 6 dias, y en embriones vivos
de edad equivalente a E21. Los valores, expresados en pumol/100 mg
proteinas, ripreseptan Jos..prom dios, cen sus desviaciones, estandares
XEDE) de¢ 5 c¢xpeitanto, ncepsuientes [n viirosn = 5 [y [2e=10
difcretites™ mucstras™in "sizg,  n" =157 Difelencias ‘estadistiCas:” *p<G;02;
**p<0.01.
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Figura 17

Niveles de los neurotransmisores aminoacidicos: glutamato, aspartato,
GABA, glicina y taurina durante el desarrollo del bulbo olfatorio de raton,
desde la edad embrionaria E15 hasta el estadio de adulto joven, P30-P40.
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Figura 18

Niveles de los neurotransmisores aminoacidicos: glutamato, aspartato,
GABA, glicina y taurina durante el desarrollo de la corteza cerebelosa de
raton, desde la edad embrionaria E15 hasta el estadio de adulto joven, P30-
P40.
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Figura 19

Niveles de los neurotransmisores aminoacidicos: glutamato, aspartato,
GABA, glicina y taurina durante el desarrollo de la médula espinal de raton,
desde la edad embrionaria E12 hasta el estadio de adulto joven, P30-P40.
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Tabla |. Niveles de neurotransmisores aminodcidos durante el desarrallo in situ en el
bulbo olfatorio del ratan.

Glutamato Aspartato Taurina GABA Glicina

E-13 | 3.5420.36 3 B8+0.28 0.13+0.08 7.80+0.56 1.2110.29
E-15 | 3.92=1.01 2.87+0.53 0.63+0.06 10.59-062 | 2.07+0.33
[ E-17_|3.57:0.34 2.87+0.35 0.51+0.08 9.83+0.97 2 06+0.54
F-21 |3.72:032 4.71+0.46 1.20+0.14 9521035 1.48.0.49
od 1.65:0.15 1.1210.18 1.1510.13 4.7510.76 1.18+0.18
1id 1.85-0.37 1.04+0.18 1524022 3.08+0.58 1.80+0.27
3d 2.02-0 18 3 D8+0 22 2 4510 60 6.95:0 58 1881048
[ 5d 2.79:0.14 | 2.1210.19 2.0810.23 3.2210.34 1.31:0.16
7d 2.25=0.20 1.58:0.14 | 1.92+0.21 3.26:0.16 1.31+0.05
11d | 3.26-045 162+0.30 3.1240.55 5.02+0.79 1.08+0 .38
150 | 2.04:061 11810.20 2.7110.23 3.6410.40 1.10:0.16
Ad 2.54-0.18 3.34:0.22 4.01+0.70 4.94+0.71 1.38+0.27

Los valores, expresados en pmol/100mg proteinas, son los promedios + D.E. (n = 10).

Tabla |l. Niveles de neurciransmiscres amincacidos durante el desarmrollo m siluen la
corteza cerebelosa del ratén.

E-15 | 1.76:0.41 1.25:438 | @44:0.03 4.12+0. 0.26+0.01
- - e G SP0-D. 0.5550.
16 ; 0 4l 3 : 0.39
1.26:0.2 1 i .8070. 4.4541. 0.66+0.28
1d 1.94-0.81 1.04+0.23 '5.57+0.87 4.38+1.25 2.37+1.24
3d 3.27-061 1.63+0.23 2 98+017 5201061 1.65:0.14
| 5d 1.69-0.35 1.0710.34 1.36:0.05 3.02:0.52 0.86+0.09
7d 1.99:0.47 0.82+0.09 1.38+0.36 3.86+0.30 1.34+0.19
9d 3.04-0.01 1565:0 12 198+0 17 3.64+0.27 1.14+0.12
11d | 2.93:0.39 1721043 2 401040 4211061 2081032
16d | 2.06=0.20 1.10+0.13 1.77+0.28 2.7710.32 1.36:0.42
Ad 3.76-0.52 3.25+0.45 2.12+0.35 2.7110.44 2.60+0.52

Los valores, expresados en pmoli100mg proteinas, son los promedios £ D.E. (n = 10).
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Tabla Ill. Niveles de neurctransmisores aminoacidos durante el desarrollo in situ en la
medula espinal del ratén.

Glutamato Taurina

147027 |3.10x088 1,80 + 0.59 9.35+1.70 |0.28+0.15
E13 [1.70+040 |[253:055 1.40 £ 0.28 5.35+1.43 |020%0.10
El4 1.05+041 |284+050 162 +0.25 760+167 |090+0.24
E15 [1.00+027 |[236+050 1.33+0.33 770150 [0.9420.30
E16 |1.20+024 [1.64%0.31 0.96 £ 0.30 531+093 [095+0.25
E17 |1.05+030 |1.89+051 1.27 + D.47 564+142 |114%034
E19 |049+016 |2452035 2.13+0.54 563+179 |190%0.25
E21 1.37£031 |212:036 303+0.58 7.08+056 |1.29%0.18
od 069+020 |182%052 296 + 0.53 785+087 |131+024
1d 0.52+014 |1.882055 3.69 % 0.45 B.74+142 |1.40%0.35
3d 120£034 |285:038 4.20+0.12 B94+0688 |2351043
5d 110+040 |182+045 281+075 |563=101 |206+041
7d 1122022 [1.30x017 1.44 20,16 4.22=0.71 1.54 + 0.18
11d 1.38+038 | 192039 2.06 + 0.42 516+ 081 |2.06+0.36
Ad 153+024 |183+054 1.49 + 0.37 151+044 |D75+013

Los valeres, expresados en pmol/100mg proteinas, son los promedios £ D.E. (n = 10).

Tabla IV, Ni_vel
G

es de niurotrans

Taurifa

el desarrolld in vitro en la

1,31+ 0,37 1.74 £ 0,30 | 8,45+1,36 085021
E14-6 | 0,67 0,08 1,32 £ 0,35 2021025 6,46 & 0,26 0,78+ 0,17
E156 | 0,79 0.06 1,36 0.28 247 £0,05 6,22+ 042 1,27 £ 0,03
E16-6 | 0,60+0,12 1,25+ 0,18 4,351,198 7,32+ 0,16 1.39+ 0,28
E17-6 |0,50+0,12 1,05+ 0,11 2,45+ 0,33 551 +0,44 062+0,13
E19-6 |0,350,00 0,71+0,19 2,04 £ 0,31 407 £1,07 065+0,11

Los valeres, expresados en pmol/100mg proteinas, son los promedics + D.E. (n = 10)
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