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 ABREVIATURAS  

 

• AA:              Acido Araquidónico 

• AChE:          Acetil Colinesterasa 

• ASO’s:         Oligonucléotidos Antisentido 

• BCA:            Acido Bicinconínico 

• BSA:            Albúmina Sérica Bovina 

• cAMP:          Adenosina monofosfato cíclico 

• Ca+2/CaM:  Complejo Calcio Calmodulina 

• CHT:            Transportador de Colina (Choline Transporter) 

• ChAT:          Colina Acetiltransferasa 

• CTb:             Línea celular derivada de corteza central de ratón trisómico  

• CNh:             Línea celular derivada de corteza central de ratón normal 

• DAG:           Diacilglicerol 

• HRP:            Horseradish Peroxidase 

• IP3:                       Inositol Trifosfato 

• IC:                Incorporación de Colina 

• KCl:             Cloruro de Potasio 

• MI:               Mioinositol 

• LF:               Liberación Fraccional de acetilcolina 

• mRNA:        RNA mensajero  

• PI:                Fosfatidilinositol 

• PIP2:            Fosfatidil Inositol Bifosfato 

• PKC:            Proteína Quinasa C 

• PKA:            Proteina Quinasa A  
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• PLC:            Fosfolipasa C 

• PMSF:         Fenil-metil-sulfonil-fluoruro  

• SD:              Síndrome de Down 

• SDS:            Dodecil Sulfato de Sodio 

• Slc5a3:        Gen que codifica para la proteína SMIT-1 

• SMIT1:       Sodium Myo-Inositol Transporter 1 

• SNC:          Sistema Nervioso Central:           

• VDCC:        Canales de Calcio Dependientes de Voltaje 
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RESUMEN 

El Síndrome de Down (SD) se determina por la trisomía del autosoma 21 humano, y sus 

alteraciones se asocian a sobreexpresión o bien desregulación de los productos génicos 

derivados de este cromosoma. La trisomía 16 (Ts16) murina es un modelo animal de este 

síndrome, debido a la gran homología entre los cromosomas humano y murino 

correspondiente. Desafortunadamente, la condición en el modelo murino no es viable. 

Frente a esto se han generado líneas celulares inmortalizadas derivadas de corteza de ratón 

normal y trisómico 16, denominadas CNh y CTb respectivamente. Estas líneas celulares 

sobreexpresan genes relacionados con el SD y muestran función colinérgica alterada 

(menor incorporación de colina de alta afinidad (IC), expresión de la acetilcolintransferasa 

(ChAT) y liberación fraccional de acetilcolina (LF) frente a una estimulación), similares a 

las previamente encontradas en cultivos primarios de corteza Ts16. También se han 

encontrado elevados niveles de Mioinositol en  pacientes con SD, lo cual estar relacionado 

con la sobreexpresión del Transportador Na+/Mioinositol SMIT1, cuyo gen se encuentra 

ubicado en cromosoma 16 murino. Con el objeto de dilucidar la participación de SMIT1 en 

la disfunción colinérgica descrita anteriormente, decidimos reducir la expresión de SMIT1 

transfectando las células con secuencias de antisentido específicos para mRNA en nuestras 

líneas celulares derivadas de corteza cerebral de Ts16 (CTb) comparadas con la línea 

derivada de un animal normal (CNh). Posterior a la transfección, estudios de Western Blot 

(WB) mostraron una reducción en la expresión de SMIT1 en 10%, 40%, y 42% a 24, 48 y 
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72 horas respectivamente, comparadas con niveles de SMIT1 en cultivos de la líneas 

celulares trisómicas CTb sin transfectar (n=6 p<0,01). Una vez normalizada la expresión de 

SMIT1,  estudiamos la IC en CTb y CNh, encontrando que la línea CTb exhibe una 

reducción en la IC de un 80%, 85% y  a 2 y 5 minutos de incubación con 1µCi de [3H]-

colina respectivamente, comparada con CNh. A 72 horas post-transfección los niveles en la 

IC fueron esencialmente similares en ambos tipos celulares. Finalmente, la LF, la cual está 

reducida en CTb comparada con CNh después de una despolarización generada por 

glutamato, nicotina , muscarina y KCl, , muestra un progresivo incremento después del 

Knockdown del SMIT al ser estimulada con nicotina y muscarina, mostrando valores 

similares a CNh después de 48 horas post-transfección. Sin embargo, al inducir 

despolarización con KCl y estimular con Glutamato extracelular,  las líneas CTB 

tranfectadas no exhibieron diferencias con respecto a la línea celular trisómica CTb sin 

transfectar. 

Los resultados sugieren que la normalización en la expresión de SMIT1 en la línea CTb 

mediante la transfección con oligonucleótidos antisentido revierten: 1) la reducción de la 

incorporación de 3H colina, y 2) el déficit en  la liberación de acetilcolina frente a agonistas 

Colinérgicos (Nicotina y Muscarina). Los resultados pueden constituir un  punto de partida 

para el diseño de una terapia farmacológica que apunte a recuperar las funciones cognitivas, 

en particular las relacionados con sistemas colinérgicos,  en pacientes con SD.  
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ABSTRACT 

 Down’s Syndrome (DS) is determined by the trisomy of autosome 21, and the 

condition exhibits alterations associated with excess gene products. Murine trisomy 16 is an 

animal model of the human condition, due to the great homology between both human and 

murine chromosomes. However, trisomy 16 in mice is inviable. To overcome this 

limitation, we used generated cell lines derived from the cerebral cortex of normal and 

trisomy 16 mice, named CNh and CTb respectively. Among the genes present in the 

chromosome 21, we find the Sodium-Myo Inositol Transporter 1 (SMIT1). CTb cells show 

altered cholinergic function (reduced high affinity choline uptake, ChAT expression and 

fractional choline release after stimulation). Due to evidence of high levels of myo-inositol 

in Ts16 brain, we decided to reduce SMIT1 expression using specific mRNA antisense 

sequences in the CTb cell line, compared to the CNh line, derived from a normal animal. 

After transfection, Western blot studies showed knockdown of SMIT1 expression by 10% 

(24 hr), 40% (48 hr) and 42% (72 hr) . Upon achieving these reduced SMIT-1 levels, we 

studied [3H]-choline uptake in CTb and CNh cells. CTb, as previously reported, expressed 

reduced choline uptake compared to CNh cells ( 80% and 85% reduction at 2 and 5 min 

incubation, respectively). At 72 hr of SMIT1 knockdown, choline uptake levels were 

essentially similar in both cell types. Further, fractional release of [3H]-choline in response 

to nicotine , muscarine, , which is reduced in CTb cells compared to CNh, showed a 

progressive increase after SMIT1 knockdown, reaching values similar to those of CNh after 
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48 hr of transfection. The SMIT1 knockdown had no effect in glutamate stimulation and 

KCl-induced depolarization had no effect on acethylcholine fractional release.The results 

suggest that SMIT1 overexpression in CTb cells contributes to impaired cholinergic 

function, and that gene knockdown in this cells line is a relevant tool to study DS-related 

dysfunction. 

                                   ANTECEDENTES 

1) Introducción 

 

La aneuploidia es una condición adversa para el desarrollo, y generalmente resulta en la 

muerte in utero (Epstein, 1986a). En el caso de las trisomías, la alteración de la homeostasis 

esta determinada por un incremento del material genético y los consecuentes efectos de un 

exceso en la dosis génica (Epstein, 1986b. En humanos, la causa de retardo mental más 

conocida que sobrevive la gestación es la trisomía del cromosoma 21 o Síndrome de Down 

(SD). El SD tiene una incidencia de 1 por cada 800 nacidos vivos (Reeves y cols,1986), y 

representa el 30% de todos los casos de retardo mental relacionado con causas genética, 

desde leve a severo (Pulsifer, MB, 1996).  

El cromosoma 21 humano fue el primer cromosoma humano en ser completamente 

secuenciado (Hattori, M. y cols, 2000),  identificándose 127 genes, más otros 98 posibles 

nuevos genes, todos los cuales podrían estar sobreexpresados (Epstein, CJ, 1986a). 

Actualmente se sabe que para el desarrollo del SD  requiere de al menos la presencia de una 
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porción definida del cromosoma 21 (bandas 21q22.1a cuarta), denominada región crítica 

del SD. Claramente, el síndrome no está determinado por mutaciones, deleciones o una 

patología connatal, sino que consiste en un exceso de productos génicos normales. Sin 

embargo, las implicancias específicas en cuanto a la función a nivel celular derivadas de 

esta sobreexpresión generalizada aún permanecen desconocidas. 

 
 

 

Figura 1: Homología cromosómica entre el cromosoma 16 murino (MMU16) y el 
cromosoma 21 humano (HSA21). Se señalan los genes homólogos presentes y la 
ubicación de estos en el cromosoma 21 humano. (The Jackson Laboratory). 
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1.1) Trisomía 16 Murina   

Existen problemas éticos y prácticos en la obtención y mantención de tejidos humanos para 

llevar a cabo estudios fisiopatológicos en cualquier alteración genética. Afortunadamente, 

existe un modelo animal de la trisomía 21 humana, la cual es la trisomía 16 murina (Ts16), 

cuyo cromosoma triplicado presenta una gran homología genotípica con la condición 

humana (Epstein y cols, 1985). 

 Con el objeto de estudiar las anomalías observadas en  condición trisómica humana se han 

desarrollado trisomías parciales (Davisson y cols, 1990 y 1993; Sago y cols, 1998) las 

cuales tienen una copia extra de segmentos que comprenden partes de la llamada región 

crítica del SD en el cromosoma 16 debido a la inviabilidad de la condición trisómica 

completa, puesto que los fetos de ratón trisómico mueren al día 15 de gestación  

 El problema en la utilización de modelos de trisomía parcial radica en hecho de que para 

determinar el daño génico  en el síndrome de Down se debe evaluar la contribución de 

cada gen triplicado en el contexto de la trisomía completa, en la cual esta posible 

sobreexpresión generalizada (Mao y cols, 2003) determina una nueva “homeostasis”, 

siendo determinante la región crítica de SD del cromosoma 21 humano o alternativamente 

cromosoma 16 murino. 

Usando cultivos de neuronas de la trisomía 16 completa, varios grupos han descrito 

esencialmente las mismas alteraciones electrofisiológicas halladas en la condición humana 

(Nieminen y cols, 1988; Caviedes y cols, 1990) en compañía de corrientes de Ca2+ y 

función colinérgica central alteradas (Fiedler y cols, 1994). Aquellos resultados han 
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validado el modelo animal para la fisiopatología del SD. De hecho, la condición trisómica, 

tanto en el hombre como en el ratón, determina alteraciones comparables en mecanismos 

íntimamente relacionados a la membrana celular. Sin embargo, estas alteraciones difieren 

cuantitativa y cualitativamente en diferentes regiones del sistema nervioso, según lo 

descrito en el septum, medula espinal y neuronas ganglionares para los cuales se ha visto un 

acortamiento en la duración de la espiga) (Ault y cols, 1989; Acevedo y cols 1995) ,una 

mayor densidad de corrientes de Na+ (Orozco y cols, 1988) y una reducción en las 

corrientes de Ca+2 de tipo L (Caviedes y cols., 2006). La situación inversa se presenta en 

cultivos de neuronas trisómicas de Hipocampo(Galdzicki y cols.,1993, 1998) .En tanto, los 

estudios de función colinérgica en neuronas de la médula espinal mostraron que las células 

Ts16 tienen una menor afinidad en la captación de Colina (Na+-dependiente, sensible a 

hemicolinio-3) en ambos territorios, en comparación con las células control. A su vez, la 

liberación fraccional de Colina está disminuida en cultivos trisómicos de cerebro, mientras 

que la médula espinal no presenta diferencias entre las dos condiciones (Fiedler y cols., 

1994).  

Los hallazgos descritos anteriormente refuerzan la idea que la trisomía tanto  humana como 

murina determina efectos diferentes relacionados a la membrana celular y en distintas áreas 

del CNS.  

 

 

 



 16

1.2) Líneas Celulares  

 

Debido a la importancia de evaluar la contribución individual de los genes sobreexpresados 

en la Trisomía 16 murina como modelo de Síndrome de Down, y para superar la limitante 

de la inviabilidad del modelo murino, es que el grupo del Dr. Pablo Caviedes ha establecido 

líneas celulares neuronales derivadas de corteza cerebral de ratones normales (CNh)y 

trisómicos 16 (CTb) mediante un sistema de transformación mediado por factores solubles 

presentes en el medio condicionado de la línea celular UCHT1,  lo cual induce 

transformación celular estable en periodos de tiempos variables . La línea celular derivada 

de corteza cerebral de ratón trisómico 16 (CTb), presenta un aumento del calcio intracelular 

basal y respuestas alteradas a estimulación de receptores de Glutamato, posiblemente 

debido a la alteración de los mecanismos reguladores del calcio citosólico (Cárdenas y cols. 

1999).  

Además la línea celular cortical trisómica 16 CTb presenta alteraciones en la función 

colinérgica, reflejado en  la disminución de los niveles  de la enzima acetilcolintransferasa 

(ChAT) , menor incorporación de Colina  y una deficiente  liberación de acetilcolina en 

respuesta a agonistas (Allen y cols. 2000), comparable a lo observado en cultivos primarios 

del mismo origen (Fiedler y cols. 1994).También se han descrito anormalidades en las vías 

que involucran la Proteína Kinasa A (PKA) y C (PKC) (Rapoportt and Gadzicki, 1994), las 

cuales podrían estar relacionadas a los elevados niveles de Mioinositol en los cerebros 

trisómicos (Shetty y cols, 1996; L Huang y cols, 1999). 
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Estas líneas celulares neuronales derivadas  de corteza cerebral murina tanto trisómica 

(CTb) como Normal (CNh)  serán nuestro modelo de estudio en la normalización de la 

expresión del Transportador Na+ / Mioinositol SMIT-1 y su relación con la Disfunción 

Colinérgica en la Trisomía 16 Murina como modelo de Síndrome de Down. 

 

1.3) Función Colinérgica 

 

Las neuronas colinérgicas tienen un rol esencial tanto en el Sistema Nervioso Central como 

Periferico y han sido implicadas en importantes procesos tales como atención ,memoria, 

sueño y otras funciones cognitivas. (Winkler et a., 1995; Sarter and Parikh 2005).El rol 

crucial del Sistema Colinérgico en la mediación de procesos cognitivos fue inicial mente 

ilustrado por estudios que en los cuales el uso de antagonistas de Receptores Muscarínicos, 

tales como Scopolamina o Atropina producen la alteración de las capacidades cognitivas en 

humanos y animales (Deutsh J A, 1971) 

El neurotransmisor acetilcolina es sintetizado en el citoplasma de las neuronas colinérgicas 

a partir de colina y Acetil-CoenzimaA por la enzima  Colina Acetiltransferasa 

(ChAT)(Collier y cols 1972) para luego ser transportado hacia el interior de las vesículas 

sinápticas por el Transportador Vesicular de Acetilcolina (VAChT) (Bravo y cols, 2004). 

Luego de ser liberado al espacio intersináptico en respuesta a una despolarización la 

acetilcolina es rápidamente hidrolizada por la enzima acetilcolinesterasa (AChE), y la 

colina resultante de este proceso es recuperada hacia los terminales presinápticos por medio 
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de dos sistemas de transporte activo ( Tucek y cols, 1985), uno de baja afinidad, Na+ 

independiente y uno de alta afinidad Na+-dependiente sensible a hemicolinio-3 (figura 2) 

que predomina en neuronas Colinérgicas ( Vickroy y cols, 1985; Misawa y cols, 2001; 

Kobayashi ) y se ha demostrado su importancia en la neurotransmisión ya que el knockout 

de el  gen que codifica CHT en ratones se traduce en la inviabilidad de la condición  

(Ferguson y cols, 2004) 

 

 

 

 Figura 2 .Metabolismo de Acetilcolina en los terminales sinápticos. La síntesis de 
Acetilcolina desde Colina y Acetil CoA requiere Colina Acetiltransferasa.  Acetyl  CoA 
proviene del Piruvato generado por la Glicolisis mientras que la Colina es transportada por 
el transportador de Alta Afinidad Na+ dependiente. Despues de su liberación al espacio 
íntersináptico Acetilcolina es rapidamenete degrada por la enzima Acetilcolinesterasa 
(Neuroscience, Purves, Dale y cols,  Sinauer Associates, Inc. c2001 imagen descargada del 
sitio web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez.) 
. 
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Las señales intracelulares mediadas por acetilcolina ocurren a través de dos clases de 

receptores, los cuales han sido farmacológicamente clasificados como nicotínicos y 

muscarínicos debido a que son activados diferencialmente por dichos agonistas. Estos 

receptores actúan a través de dos mecanismos totalmente distintos; ya mientras el receptor 

nicotínico es un canal iónico activado por ligando, el receptor muscarínico ejerce su efecto 

acoplado a proteína G que a su vez es capaz de activar a  la PLC (y así estimular la 

producción de IP3 y DAG) o bien inhibir a la adenilato ciclasa y reducir con ello los niveles 

de cAMP; la activación de una u otra vía depende del subtipo de receptor muscarínico en 

cuestión. 

      

1.4) Cotransportador de Na+ / Mioinositol  SMIT-1 

 

La evaluación de cualquier terapia en el SD requiere la definición precisa de las 

alteraciones multisistémicas y su relación específica con la trisomía en si misma. Por lo 

tanto, el conocimiento de la acción de los genes localizados específicamente entre las 

bandas 21q22.1 a cuarta del cromosoma 21 es de gran importancia. En este sentido, la 

región que se extiende desde D21S17 a ETS2, y que comprende aproximadamente 

5Mbases, ha sido asociada con retardo mental y otras características de SD (Dahmane y 

cols, 1995; Rahmani y cols, 1989). Esta región  ha sido progresivamente acotada  hasta 

llegar a una comprendida entre D21S55 y Mx1 (Delabar y cols., 1993) y mas recientemente 
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hasta la región de CBR-ERG (Crete y cols., 1993; Dahmane y cols., 1998).  

Sin embargo, no existe evidencia para excluir la participación de genes localizados fuera de 

la región D21S55 (Korember y cols., 1994), lo cual refuerza el concepto de cooperatividad 

génica en este síndrome, y que la sobreexpresión de un solo gen en particular no puede ser 

responsable de generar toda la condición (Epstein y cols., 1991; Koremberg y cols., 1994).  

El porque estudiar la sobreexpresión de SMIT1 en nuestro modelo radica en la importancia 

del mioinositol (MI) en los distintos procesos celulares. Por una parte, el MI es un osmolito 

orgánico, y su nivel se incrementa cuando las células están bajo un ambiente hipertónico 

(Thurston, y cols, 1989), pero también es el precursor de el fosfatidil Inositol (PI) y 4,5 

fosfatidilinositol fosfato (PIP2), el cual participa en el ciclo de los fosfoinositideos. 

El PIP3 es hidrolizado por la PLC para producir dos importantes moléculas de transducción 

de señales (Berridge y cols, 1988; Nitshizuka y cols., 1989 ), el Inositol- (1,4,5) Trifosfato ( 

IP3), el cual provoca la liberación de Ca2+ intracelular almacenado en el Retículo 

Endoplásmico (RE) y que regula la función de varias proteínas kinasas y fosfatasas y el 

DAG, un activador de la PKC que además es sustrato de la DAG lipasa para la producción 

de Ácido Araquidónico (AA) ( Figura 3)    
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Figura 3. Metabolismo del Inositol. Al ser incorporado a la célula a través del 
Transportador Na+/Mioinositol , el Inositol es sucesivamente fosforilado hasta convertirse 
en Fosfatidilinositol Bifosfato PIP2, el cual sirve de sustrato a la Fosfolipasa C para dar 
origen a Fosfatidilinositol Trisfosfato PIP3 y Diacilglicerol DAG. PIP3 se une a receptores 
ubicados en la Membrana del Retículo Endoplasmatico para producir la liberación de Ca2+ 
desde este y DAG es el principal activador de la Proteína Kinasas C, además de dar origen 
al Acido Araquidónico mediante la acción de la DAG Lipasa. El DAG no utilizado es 
fosforilado para entrar nuevamente en el ciclo. Delmas y cols,2005 
 

 

El MI celular se origina de 3 formas: su síntesis de novo desde Glucosa por medio de de la 

Mioinositol-1-fosfato sintasa (Geiger JH, 2006) y MI monofosfatasa (Gee NS,1988) ; 

reciclando el Fosfatidilinositol , y a través de su captación desde el medio extracelular, lo 

cual se produce a través  de transportadores asociados a membrana  

 Se cree que el mayor transportador de MI dentro del Sistema Nervioso Central  es SMIT-1 

(Sodium dependent Myo-inositol cotransporter-1) (Berry G. T,2003) , el cual aprovecha el 

gradiente electroquímico existente a través de la membrana para incorporar MI con dos 
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moléculas de Na+ por cada una de MI (Hager y cols. 1995). SMIT-1 es también 

denominado Slc5a3, debido a que es el tercer miembro de la familia de cotransportadores 

de Na+ / Glucosa Slc5. El gen que codifica para SMIT-1 esta localizado, en el ratón, en la 

región telomérica del cromosoma 16, sinténica a la región humana 21q22 (Chau y cols. 

2005). 

                     

                      

1.5) Cómo revertir la Sobreexpresión: RNA antisentido 

 

Para entender el efecto individual de cada gen sobreexpresado estos deben ser evaluados en 

el contexto de la trisomía completa, determinando así la contribución relativa de cada gen 

específico a la condición general, en el contexto de una potencial sobreexpresión 

generalizada de la región SD del cromosoma 21o alternativamente el 16 murino 

Nosotros proponemos como estrategia estudiar el efecto de los genes candidatos para las 

disfunciones de membrana mencionadas en los párrafos anteriores, y de Slc5a3 para este 

proyecto en particular mediante la disminución de la expresión de éste gen hasta llevarlo a 

sus niveles normales. Para esto se emplea un procedimiento conocido como knockdown, el 

cual consiste en normalizar la expresión de un gen de interés mediante el uso de secuencias 

especificas de RNA antisentido (AS) (Estibeiro y Godfray, 2002). Esta técnica esta basada 

en el uso de secuencias de ácidos nucleicos, fabricadas específicamente para hibridizar el 

mRNA del gen cuya expresión se quiere normalizar. Estos oligonucleótidos están tratados 
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con grupos sulfuros para generar fosforotioatos (S-ODN) con el objeto de mejorar su 

solubilidad e incrementar su resistencia a RNasas y así extender su efecto en el tiempo 

(Peng Ho, S. y cols., 1998). Una vez hibridizado  con el mRNA blanco se previene su 

traducción y el contenido de proteína disminuye progresivamente en función de su 

catabolismo, lo que define el concepto de knockdown (Estibeiro y Gofray, 2001). Una vez 

que los niveles de proteína sean similares a los normales es posible evaluar cambios en las 

funciones celulares que aparecen alteradas, como la función colinérgica en este caso. 
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2) HIPÓTESIS 

 

La sobreexpresión de Slc5a3 (SMIT-1) reduce la incorporación y liberación fraccional de 

3[H] - Colina en las células derivadas de la corteza cerebral de los fetos murinos trisómicos 

para el cromosoma 16 (CTb). Por tanto, la normalización de la expresión de este gen 

revertirá estas anomalías total o parcialmente. 

 

 

3) OBJETIVOS 

 

3.1) OBJETIVO GENERAL 

 

1- Normalizar la sobreexpresión de Slc5a3 en las líneas celulares trisómicas derivadas de la 

corteza cerebral de fetos murinos trisómicos para el cromosoma 16 (CTb). 

2- Estudiar el efecto que tiene la normalización de la expresión de Slc5a3(SMIT-1) en la 

función Colinérgica de la Línea celular derivada de corteza cerebral de fetos murinos 

Trisómicos (CTb) , específicamente en la incorporación de Colina de Alta Afinidad y la 

Liberación de Acetilcolina en Respuesta  Agonistas Colinérgicos. 
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3.2) OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1- Transfección de células CTb con los oligonucleótidos específicos para el mRNA de 

Slc5a3 

2- Producir normalización de la sobreexpresión de Slc5a3 por medio de la técnica Western 

Blot, comparando con aquella de la línea de corteza de ratón normal, CNh. 

3- Comparar la incorporación de 3[H]- Colina en las líneas celulares de corteza cerebral 

Normales CNh y Trisómicas CTb. 

4- Comparar la liberación fraccional de 3[H] - Acetilcolina inducida por K+ extracelular, 

nicotina, glutamato y muscarina en ambas líneas celulares. 

5- Correlacionar el efecto de Knockdown de Slc5a3 con la incorporación y liberación 

fraccional de 3[H] -  Colina en líneas celulares trisómicas derivadas  de corteza cerebral de 

fetos murinos (CTb). 
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4.0- METODOLOGIA 

 

4.1- MODELOS EXPERIMENTALES  

Se emplearon líneas celulares neuronales derivadas de ratones normales y Ts16, las cuales 

fueron establecidas a partir de la corteza cerebral (Normal: CNh, Trisómico: CTb). 

Estos modelos celulares retienen marcadores neuronales, expresan receptores funcionales y 

poseen función colinérgica. Las líneas trisómicas reproducen las disfunciones colinérgicas 

propias de la Trisomía 16 murina (Fiedler y cols, 1994) 

 

4.2- CULTIVO CELULAR 

 La células fueron cultivadas en placas de Petri, usando un medio de cultivo compuesto 

de:DMEM/HAM12(Sigma C0.,St. Louis,MO),el cual fue suplementado con 6g/L de 

Glucosa, 1g/L de Bicarbonato, 10%V/V de Sueros Bovino Adulto y 5% de Suero Bovino 

Fetal. Los cultivos fueron mantenidos en una incubadora equipada con camisa de agua, a 

una temperatura de  37ºC, 100% de humedad y en una atmósfera de 5%  de CO2, siendo 

renovados los medios de cultivos dos veces por semana.  
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4.3- WESTERN BLOT  

La extracción de proteínas se realizó mediante lisis, usando un buffer compuesto de: 

150mm NaCl, Tris Ph 8.  Edta 2mM, 1% Triton, y 0.1% de dodecil sulfato de sodio(SDS), 

además de los siguientes inhibidores de proteasas: Fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) 

(1mM) y leupeptina (10mg/mL). El contenido total de proteínas fue determinado por el 

método del ácido bicinconínico (BCA). 20 mg. de proteína fueron sometidos a 

electroforesis desnaturante en gel de poliacrilamida al 12%, para ser transferidas a 

membranas de nitrocelulosa. Para evitar la unión no específica la membrana se efectuó un 

bloqueo con  5 % BSA (Albúmina sérica de bovino) en un tampón salino de TRIS por 1 

hora a temperatura ambiente. Se utilizaron anticuerpos específicos para SMIT-1 con una 

dilución 1:1000 (Chicken Anti-SLC5A3,Genetel Laboratories LLC, Madison, WI,, EEUU) 

los cuales fueron detectados con un segundo anticuerpo diluido1:2000 (anti-chicken IgY 

biotinilado; chicken Anti-SLC5A3,Genetel Laboratories LLC, Madison, WI USA), el cual 

fue posteriormente reconocido con un conjugado Avidina –HRP con una dilución de 

1:1000 (Pierce, Rockford, IL EEUU). Los geles fueron fotografiados y la densidad de las 

bandas medidas con el programa Image J (software de uso libre desarrollado por Wayne 

Rasband (wayne@codon.nih.gov),  Research Services Branch, National Institute of Mental 

Health, Bethesda, Maryland, USA.) La  intensidad de la escala de grises obtenida por 

medio de este Software fue normalizada con la intensidad obtenida de las bandas 

correspondientes a la proteína β-Tubulina, la cual fue también detectada por la Técnica de 

Western Blot (Anti-Mouse β-Tubulina, Sigma, Saint Louis, MI, EEUU). Esto dio como 
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resultado la cantidad relativa de la proteína SMIT1 presente en las líneas celulares CTb 

(Trisómicas), CNh (Normales) y Trisómicas CTb Transfectadas con el oligonucleótido 

antisentido para SMIT-1 a las 24, 48 y 72 horas post transfección.  

 

4.4- OLIGONUCLEÓTIDOS ANTISENTIDO 

 

Se emplearon Oligonucleótidos Antisentido modificados con Fosforotioatos (ASOs), los 

cuales presentan una solubilidad optima y baja toxicidad (Estibeiro y Godfray,2001).  

La Secuencia Antisentido  empleada para disminuir la expresión del gen Slc5a3 mediante la 

hibridación de esta con el mRNA producto de ese gen, que codifica la proteína SMIT-1  

tenía las siguiente composición de nucleótidos 

AS-Slc5a3:     5'-TACGGCAATGTCTGCTGCCT -3 

Ésta secuencia de oligonucleótidos está diseñada para hibridar con una región específica 

del mRNA que codifica para la proteína SMIT1, de tal forma que al unirse a éste mRNA 

impide su traducción por parte del Ribosoma, produciendo el efecto de Knockdown que 

buscamos. 

Con el objeto de asegurar que el efecto de knockdown sobre la expresión del gen Slc5a3 se 

debe única y exclusivamente a la hibridación del oligonucleótido antisentido especifico 

descrito anteriormente con la secuencia target dentro del mRNA producto del gen Slc5a3 es 

que se realizo la transfección de las células de corteza cerebral trisómicas CTb con un 

oligonucleótido antisentido que presenta la misma composición de oligonucleótidos que el 
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antisentido especifico AS-Slc5a3, con la diferencia que en este ultimo, denominado 

Scrambled, los nucleótidos que lo componen están distribuidos al azar, razón por la cual no 

hibridizan con el mRNA de SMIT1 y por lo tanto no deben producir ningún efecto en los 

niveles de esta proteína, tal como se puede apreciar en la sección de Resultados. 

Scrambled:      5'-GCTCTGCTGCTCATAGCTAG-3’ 

 

La producción de ASOs fue realizada por Sigma –Proligo (Saint Louis, MO, EEUU). Para 

incorporar las secuencias al interior de la célula se emplearon liposomas catiónicos 

(LipofectAmine, Life Sciences Technologies, Inc) en una concentración  de 8 mg/mL por 5 

horas (Tu y cols, 1998). Subsecuentemente, se determinaron los niveles de SMIT-1 a 

diferentes tiempos mediante WB, para realizar una comparación entre células normales y 

trisómicas. Esto permitió saber cual es tiempo requerido para efectuar la normalizar la 

sobreexpresión del gen Slc5a3.  

 

4.5- ESTUDIOS COLINÉRGICOS    

Se determinó la captación de Colina Tritiada (3H-Colina) sensible a Hemicolinio-3 en 

incubaciones de 2 y 5 minutos según el protocolo descrito por Fiedler y cols (1994). Las 

fracciones extracelulares fueron recolectadas en un baño externo y la fracción intracelular  

fue obtenida mediante la disrupción de la membrana con SDS 0,1%; ambas muestras fueron 

guardadas para determinación de proteínas. La Radiactividad de ambas fracciones fue  

medida por un contador de centelleo líquido. La captación fue medida en base a la función: 
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U 3H-C = [IC (dpm)/0.9]/[EC (dpm)/0.05]/mg Prot  (Allen y cols, 2000) 

 

Donde U 3H-C es la captación de Colina (expresada como volumen de distribución), IC y 

EC son las fracciones intra y extracelular, respectivamente. Para estudios de liberación 

fraccional, las células fueron  cargadas con 1µM 3H-Colina (Perkin-Elmer, Boston, MA 

02118, USA) por 30 minutos, y el eflujo basal fue determinado por la medición de la 

radiactividad en el medio extracelular tomada a los tiempos de 1, 3, 6 y 9 minutos. A los 10 

minutos se aplicó el estímulo externo, a los 11 el medio fue recolectado y las células fueron 

lisadas para obtener las fracciones intra y extracelulares, las cuales fueron depositadas en 

10 mL de Líquido de Centelleo (3,9 g/L de 2,5 Difenil Oxazol (PPO) y 0,8 g/L de 1,4-bis 

2,5 Fenil Oxazol Benceno (POPOP) disueltos en Tolueno), el cual tiene por objeto 

amplificar las emisiones α del Tritio, permitiendo su detección en el contador. El tiempo de 

conteo por muestra fue de 5 minutos debido a la inestabilidad en la emisión por parte de 

isótopos de baja actividad como el Tritio. 

 

4.6- ESTADÍSTICAS 

La significancia estadística fue  determinada mediante el análisis de varianza ANOVA y t-

Student para comparaciones individuales,  asumiendo que las diferencias eran significativas 

para un p<0.05 . 
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5.0- RESULTADOS 

 

5.1- Normalización de la expresión de SMIT-1. 

 

Los resultados descritos en la figura 4 muestran una clara sobreexpresión de la SMIT1 en 

células CTb de alrededor de un 46% en comparación a CNh. Por otra parte, la expresión de 

SMIT1 en células CTb transfectadas con AS fue reducida  en un 10%, 40% y 42% a 24, 48 

y 72 horas del knockdown de SMIT1 respectivamente comparado con niveles de SMIT1 en 

células trisómicas CTb sin transfectar, indicando diferencias significativas en cada uno de 

los casos con respecto a CTb. 
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               CTb                   24 hrs.                    48 hrs.                 72 hrs.                      CNh 
 

 
 
Control de carga β-tubulina para Knockdown de SMIT1 
 
 
           CTb                    24 hrs.                   48 hrs.             72 hrs                          CNh 
 

 
 

 

 
Figura 4: Expresión de SMIT1 utilizando secuencias de antisentido en líneas celulares CTb por medio 
liposomas catiónicos (lipofectamina) a una concentración de 8mgr/ml por 5 horas.Los valores representan el 
promedio ± error estándar. ; p<0,01(+); p<0,05(*) con respecto a la línea celular cortical CTb. 
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 Las células CTb fueron transfectadas con una secuencia no específica de antisentido 

(scrambled) Figura 5. Los resultados no mostraron diferencias entre los niveles de SMIT1 

en CTb sin transfectar con respecto a CTb transfectadas a 24, 48 y 72 horas. Esto demuestra 

que la disminución de la sobreexpresión de SMIT1 en líneas celulares CTb se debe al 

knockdown del transportador Na+ /Mioinositol, por lo tanto, el efecto del AS es específico. 

               CTb                  24hr.                 48hr.                       72hr.                CNh 

 
 
 
Control de carga para scrambled β-tubulina 

 
                        CTb               24hrs.                 48hrs.                72hrs.               CNh 
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Figura 5 Control Scrambled: Expresión de SMIT1 utilizando secuencias de antiséntido al azar en líneas 
celulares CTb por medio liposomas catiónicos (lipofectamina) a una concentración de 8mgr/ml por 5 
horas 

  
 

5.2- La Normalización de la expresión de SMIT1 en neuronas de la línea 

celular Trisómicas CTb revierte el déficit en la Incorporación de Colina  

 

 La acetilcolina es sintetizada a partir de la unión de colina con ácido acético en 

presencia de acetil-CoA por medio la acción de la enzima ChAT y posteriormente es 

almacenada en vesículas sinápticas en las que se transporta a las terminaciones nerviosas 

donde se utiliza para la transmisión del impulso nervioso. La colina es una amina 

cuaternaria sintetizada en el hígado y luego transportado a la neurona por vía hepática. La 

colina libre se capta específicamente en las terminaciones nerviosas colinérgica mediante 

un sistema de transporte de alta afinidad dependiente de Na + y de baja afinidad. 

 

a) La Incorporación de Colina luego de 2 minutos de Incubación alcanza Niveles 

Normales en la Línea Celular Trisómica CTB transfectada con el 

Oligonucleótido Antisentido específico para SMIT1 

 

Incorporación de colina en líneas celulares CNh y líneas celulares trisómicas CTb 

transfectadas con antisentido (figura 6 izquierda). Incorporación de colina en líneas 

celulares CNh y líneas celulares trisómicas CTb transfectadas con scrambled (antisentido al 
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azar, figura 6 derecha) . Las células fueron incubadas con 1µCi de [3H]-colina durante 2 

minutos  

Las células CTb presentan una reducción en IC de un 83% comparada con la línea celular 

de corteza cerebral normal CNh. A 24 y 48 horas post-transfección la reducción en IC en 

células CTb es de  72,8%  52%. A las 72 horas la incorporación de Colina en la línea 

celular CTb transfectada con el antisentido para SMIT1 sobrepasa a lo registrado en la línea 

celular normal CNh en un 16%. 

Al determinar la incorporación de Colina después de una incubación de 2 minutos en la 

línea celular de corteza cerebral trisómica CTb transfectadas con la secuencia Scrambled no 

se registraron diferencias con respecto a la misma línea celular sin transfectar.  

 

Figura 6. Incorporación de [H3]- Colina después de 2 minutos de incubación en la línea 
celular trisómica CTb transfectada con el antisentido para SMIT1(izquierda) y secuencias 
scrambled (derecha) a 24, 48 y 72 horas post transfección,  el control sin transfectar CTb y 
la línea celular normal CNh. Estadistica p<0.01(+),   comparada con la línea celular CTb 
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b)  La Incorporación de Colina luego de 5 minutos de Incubación alcanza Niveles 

Normales en la Línea Celular Trisómica CTB transfectada con el 

Oligonucleótido Antisentido específico para SMIT1 

 

Incorporación de colina en líneas celulares CNh y líneas celulares trisómicas CTb 

transfectadas con antisentido (figura 7 izquierda). Incorporación de colina en líneas 

celulares CNh y líneas celulares trisómicas CTb transfectadas con scrambled (antisentido al 

azar) (figura 7 derecha). Las células fueron incubadas con 1µCi de [3H]-colina durante 5 

minutos. Las células CTb presentan una reducción en IC de un 78.6% comparada con la 

línea celular de corteza cerebral normal CNh. A 24 horas post-transfección la reducción en 

IC en células CTb es de  73.7% y  a las 48 y 72 horas la incorporación de Colina en la línea 

celular CTb transfectada con el antisentido para SMIT1 sobrepasa a lo registrado en la línea 

celular normal CNh en un 9% y 36% respectivamente (Figura 11). 

Al determinar la incorporación de Colina después de una incubación de 5 minutos en la 

línea celular de corteza cerebral trisómica CTb transfectadas con la secuencia Scrambled no 

se registraron diferencias  con respecto a la misma línea celular sin transfectar.  
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Figura 7. Incorporación de [H3]- Colina después de 5 minutos de incubación en la línea 
celular trisómica CTb transfectada con el antisentido para SMIT1(izquierda) y secuencias 
scrambled (derecha) a 24, 48 y 72 horas post transfección,  el control sin transfectar CTb y 
la línea celular normal CNh. Estadistica p<0.01(+),  p<0,05(*) comparada con la línea 
celular CTb. 
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5.3- Liberación Fraccional de Acetilcolina  

 

5.3.1- La Normalización de la expresión de SMIT1 en neuronas de la línea celular 

Trisómicas CTb aumenta la liberación fraccional de Acetilcolina en respuesta a la 

estimulación con Nicotina  

 

Liberación fraccional de acetilcolina desde líneas celulares CNh y líneas celulares 

trisómicas CTb transfectadas con antisentido (Figura 8 izquierda). Liberación fraccional de 

acetilcolina desde líneas celulares CNh y líneas celulares CTb transfectadas con scrambled 

(antisentido al azar) (Figura 8 derecha), en respuesta a una despolarización externa 

generada por 0,1 mM de Nicotina. 

La LF estimulada por 0,1 mM nicotina en células trisómicas sin transfectar disminuye un 

78% con respecto a CNh. A 24 y 48 horas del knockdown de SMIT1, la LF en CTb 

posterior a la despolarización alcanzo una reducción de 64% y 16,92% respectivamente en 

comparación con CNh. A 72 horas post-transfección la LF de CTb experimenta un leve 

descenso en la recuperación que venia experimentando, mostrando una disminución de un 

34%. Esto sugiere entonces que la normalización en la LF por parte las células CTb se 

alcanza a 48 horas post-transfección en comparación a CNh (figura 8 derecha). 

Los datos obtenidos con células trisómicas transfectadas con secuencia scrambled sugieren 

que no existen diferencias a 24, 48 y 72 horas post-transfección comparados con líneas 

celulares trisómicas sin transfectar (figura 8 derecha). 
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Figura 8. Liberación fraccional de acetilcolina en respuesta a estimulo con nicotina 
0,1mM en la línea celular trisómica CTb transfectada con el antisentido para 
SMIT1(izquierda) y secuencias scrambled (derecha) a 24, 48 y 72 horas post 
transfección,  en el control sin transfectar CTb y la línea celular normal CNh.  

 

5.3.2- La Normalización de la expresión de SMIT1 en neuronas de la línea celular 

Trisómicas CTb aumenta la liberación fraccional de Acetilcolina en respuesta a la 

estimulación con Muscarina 

 

Liberación fraccional de acetilcolina desde líneas celulares CNh y líneas celulares 

trisómicas CTb transfectadas con antisentido (Figura 9 izquierda). Liberación fraccional 

de acetilcolina desde líneas celulares CNh y líneas celulares CTb transfectadas con 

scrambled (antisentido al azar) (Figura 9 derecha) en respuesta a una despolarización 

externa generada por 0,3 mM de Muscarina. 
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La LF generada por la estimulación con 0,3mM Muscarina en células CTb exhibe una 

reducción de 71,7% en comparación con células CNh. A 24 y 48 horas post-

transfección la LF de células CTb presenta una disminución de un 76,2% y 24,2% 

respectivamente con respecto a células CNh, sin mostrar mayores diferencias. 

Transcurridas 72 Horas post-transfección podemos ver que la liberación de Acetilcolina 

en las celulas CTb frente a la estimulación con Muscarina casi se iguala a la línea 

celular normal CNh, siendo inferior sólo por un 3% .Los datos obtenidos con células 

trisómicas transfectadas con secuencias Scrambled sugieren que no existen diferencias  

a 24, 48 y 72 horas post-transfección comparados con líneas celulares trisómicas sin 

transfectar (figura 9 derecha). 

 
 

 
 
Figura 9. Liberación fraccional de acetilcolina en respuesta a estimulo con muscarina 
0,3mM en la línea celular trisómica CTb transfectada con el antisentido para 
SMIT1(izquierda) y secuencias scrambled (derecha) a 24, 48 y 72 horas post transfección,  
en el control sin transfectar CTb y la línea celular normal CNh 
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5.3.5-  La Normalización de la expresión de SMIT1 en neuronas de la línea celular 

Trisómicas CTb no tiene efectos la liberación fraccional de Acetilcolina en 

respuesta a la Despolarización inducida por KCl  

 

Liberación fraccional de acetilcolina desde líneas celulares CNh y líneas celulares 

trisómicas CTb transfectadas con antisentido (Figura 10 izquierda). Liberación fraccional 

de acetilcolina desde líneas celulares CNh y líneas celulares trisómicas CTb transfectadas 

con scrambled (antisentido al azar) (Figura 10 derecha), en respuesta a una despolarización 

externa generada por 50 mM de KCl. 

En este caso, los resultados  muestran diferencias significativas de las células CTb sin 

transfectar al ser estimuladas con 50 mM KCl con respecto a su control dipliode CNh, 

presentando una disminución en la LF de acetilcolina de un 85% en comparación con 

células CNh. A 24, 48 y 72 horas del Knockdown de SMIT1 la LF tiene un leve aumento 

pero sin significancia estadística entre los distintos tiempos observados posterior a la 

despolarización generada por la aplicación de 50 mM KCl  

Los datos obtenidos con células trisómicas transfectadas con  la secuencia scrambled 

indican que no existen diferencias significativas a 24, 48 y 72 horas post-transfección 

comparados con líneas celulares trisómicas sin transfectar (figura 10 derecha) 
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Figura 10. Liberación fraccional de acetilcolina en respuesta a estimulo con KCl 50mM en 
la línea celular trisómica CTb transfectada con el antisentido para SMIT1(izquierda) y 
secuencias scrambled (derecha) a 24, 48 y 72 horas post transfección,  en el control sin 
transfectar CTb y la línea celular normal CNh 
 
 
 
                           
                                           
5.3.6-  La Normalización de la expresión de SMIT1 en neuronas de la línea celular 

Trisómicas CTb no tiene efectos sobre la liberación fraccional de Acetilcolina 

en respuesta a la estimulación con Glutamato  

 
 

Liberación fraccional de acetilcolina desde líneas celulares CNh y líneas celulares 

trisómicas CTb transfectadas con antisentido (Figura 11 izquierda) Liberación fraccional 

de acetilcolina desde líneas celulares CNh y líneas celulares CTb transfectadas con 
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scrambled (antisentido al azar) (Figura 11 derecha), en respuesta a una estimulación 

externa de 0,2 mM de Glutamato.  

La LF generada por estimulación con 0,2 mM de Glutamato en células CTb exhibe una 

reducción de 75% en comparación con células CNh. En las celulas trisómicas CTb 

transfectadas con el antisentido para SMITl  esta disminución en la liberación de 

acetilcolina no cambia significativamente, asi como tampoco en las células transfectadas 

con scrambled (antisentido al azar). 

 
 

 
 
Figura 11. Liberación fraccional de acetilcolina en respuesta a estimulo con glutamato 0,2 
mM en la línea celular trisómica CTb transfectada con el antisentido para 
SMIT1(izquierda) y secuencias scrambled (derecha) a 24, 48 y 72 horas post transfección,  
en el control sin transfectar CTb y la línea celular normal CNh 
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6.0- DISCUSION 
 

El análisis de los niveles del transportador Na+/Mioinositol  SMIT-1 en células trisómicas 

de corteza (CTb) por medio de Western Blot indica que este se encuentra sobreexpresado 

con respecto a la línea de corteza normal (CNh) en un 46%, lo cual es levemente inferior a 

la dosis génica esperada en la trisomía 16 murina para secuencias  ubicadas en dicho 

cromosoma  (50). Al transfectar las células con el oligonucleótido antisentido este hibridiza 

con el mRNA de SMIT-1 basado en la complementariedad de bases, lo que impide su 

traducción por parte del ribosoma. Esta disminución en la síntesis proteíca sumado al 

catabolismo propio de la célula tiene por resultado la normalización de los niveles de 

SMIT-1 al cabo de 48 y 72 horas post-transfección. 

Es posible que, debido a la sobreexpresión del transportador de  Na+/ Mioinositol SMIT-1 

descrita en la presente tesis, estén aumentados también los niveles intracelulares de 

Mioinositol, lo que concuerda con lo descrito en neuronas de ratón en la trisomía parcial 

Ts65Dn   asi como también en el líquido cefalorraquídeo de pacientes con Síndrome de 

Down. Debido a que el PIP2 derivado del Mioinositol es el principal sustrato de la PLC, 

que mediante hidrólisis genera IP3 y DAG, es probable que los niveles de estos 2 

metabolitos estén a su vez incrementados en la trisomía 16 murina. 

Existen varias consecuencias del  incremento en la concentración intracelular de 

Mioinositol, cuyos derivados tienen gran importancia en la fisiología celular. En primer 

lugar, el IP3 se une a receptores ubicados en el Retículo Endoplasmático y produce la 
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liberación de Ca2+ desde el mismo y el DAG es el principal activador de la PKC (Toker y 

cols, 1998). Bajo este punto de vista es razonable pensar que los niveles elevados de 

Mioinositol pueden contribuir al aumento en el  Ca2+ intracelular basal encontrado en las 

células de corteza trisómicas CTb (Cárdenas, 1999) , pero en los estudios realizados por 

Fernández (2007)  en el marco de este mismo proyecto no se observó una normalización en 

los niveles de Ca2+ intracelular basal en las células de corteza trisómicas CTb transfectadas 

con el antisentido para SMIT-1 con respecto a las células de corteza normales CNh. Este 

hecho sugiere que el IP3 generado por la elevada concentración de MI no es el responsable 

del incremento de Ca2+ intracelular basal y que este podría deberse mas bien a las 

alteraciones a  producidas por la sobreexpresión de otras proteínas ubicadas en el 

cromosoma 16 murino, tales como APP (Opazo y cols, 2007).  

 Lo anterior nos lleva entonces a discutir la posible contribución del Diacilglicerol (DAG en 

la recuperación parcial de la  función colinérgica  en el knockdown génico de SMIT-1. Este 

metabolito, también derivado del Mioinositol, estaría incrementado en la trisomía 16 

murina.  

 

1.  INCORPORACION   DE  [H-3] COLINA 

 

Como se dijo anteriormente, el Diacilglicerol es el principal activador de la proteína 

quinasa C, la cual tiene entre sus múltiples blancos  al transportador de colina de alta 

afinidad (CHT) . Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas en la 
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incorporación de  alta afinidad  de [H-3]-Colina en estado estacionario (de equilibrio) (5 

minutos de incubación)asi como en la fase previa al mismo (2 minutos de incubación) por 

parte de las células trisómicas de corteza CTb, la cual  es casi 5 veces menor con respecto a 

las células diploides CNh. Es posible que en las células de corteza trisómicas se encuentre 

sobreactivada la PKC debido al exceso de diacilglicerol generado, tal como se explicó en 

párrafos anteriores, por el exceso de MI derivado de la sobreexpresión de SMIT-1.  

Lo anterior podría explicar, entre otras cosas, el déficit en la incorporación de [H-3] Colina  

por transporte de alta afinidad, ya que se ha visto que  la incorporación de  colina en células 

de hipocampo de rata disminuye en presencia de activadores de PKC, así como también al 

emplear  inhibidores de proteínas fosfatasas como PP1/PP2 A, al parecer debido a cambios 

en la localización subcelular del transportador (Gates y cols., 2004).  

De esta forma, podrían explicarse los resultados obtenidos en el presente trabajo, que dan 

cuenta de una normalización en  la incorporación de [H-3]- colina de alta afinidad en estado 

estacionario a las 48 y 72 horas posteriores a la transfección de las células de corteza 

trisómicas CTb con el oligonucleótido antisentido para SMIT-1, ya que, al disminuir la 

expresión de SMIT-1, se verían reducidos los niveles de este metabolito, así como también 

de sus derivados,  IP3 y DAG. Si disminuyen los niveles de DAG la actividad de la PKC 

volvería a los niveles normales, por lo que el transportador de colina de alta afinidad dejaría 

de estar hiperfosforilado, recuperando el patrón de distribución  subcelular propio de 

células diploides CNh, permitiendo una normal incorporación de colina hacia el interior de 

la célula. 
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2. LIBERACION FRACCIONAL DE ACETILCOLINA 

 

Para evaluar el grado de participación que tiene el transportador SMIT-1 en la 

disfunción colinérgica  (Allen y cols., 2000), se midió el eflujo de Tritio (donde se 

considera que la mayor parte corresponde a Acetilcolina, Fiedler y cols.1994) en respuesta 

a agonistas (Nicotina, Muscarina, Glutamato y KCl) en células de corteza cerebral 

trisómicas CTb transfectadas con el antisentido para SMIT-1 a las 24, 48 y 72 horas post 

transfección, con resultados dispares. 

 

 

 

 

2.1 Estimulación con Nicotina  

 

Los receptores Nicotínicos de Acetilcolina son canales iónicos selectivos para cationes  de 

constitución pentamérica activados por ligando. Hasta la fecha, se han clonado 17 

subunidades en vertebrados, α1, β1, γ, ε, δ expresadas en músculo donde median la 

transmisión neuromuscular (Edmonds B y cols, 1995) y las subunidades “neuronales” α2-

α10 y β2- β4, ampliamente expresadas en el SNC (figura 20).( McGehee y cols. 1995, Dani 

J A y cols , 2001). Existen numerosas evidencias que sitúan a estos receptores en terminales 
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presinápticos donde modulan la liberación de neurotransmisores quizás a través del 

incremento de la concentración  Ca2+, ya que se ha descrito un sustancial influjo de este ion 

a través de estos canales. (Wonnacott S y cols, 1997, MacDermott A B y cols ,1999, Fucile 

S , 2004). 

En cuanto  a la liberación de acetilcolina en las células de corteza trisómicas CTb, podemos 

observar una menor respuesta frente a la estimulación con nicotina en comparación a las 

células de corteza diploides CNh, observándose la  normalización en el eflujo de tritio en 

respuesta al estimulo  en células de corteza trisómicas CTb transfectadas con el antisentido 

para SMIT-1 a  las 48 y 72 horas post-transfección lo cual fue sorprendente, ya que se trata 

de un receptor ionotrópico, el cual no presenta dependencia directa del metabolismo del 

Mioinositol . Por otra parte, estudios realizados en el marco de este mismo proyecto indican 

que la constante de decaimiento τ de las señales de Ca2+ evocadas en respuesta a la 

estimulación con Nicotina, son mayores en las células de corteza trisómicas CTb que en su 

control diploide CNh. Ello resulta en una inactivación más lenta post estimulación, y una 

persistencia de entrada de Ca2+ por un tiempo más prolongado. Estos estudios indican que 

este ultimo parámetro se normaliza al realizar el knockdown génico del transportador 

SMIT-1 (Fernández, 2007). Esto indica que la disfunción colinérgica en las células de 

corteza trisómicas CTb podría ser causada por una alteración a nivel del receptor nicotínico 

en sí y no por la falla  de los sistemas de tamponamiento de Ca2+, ya que los niveles basales 

de Ca2+ intracelular, permanecen elevados en las células de corteza trisómicas CTb 

transfectadas con el antisentido para SMIT-1.  
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Para dar explicación a la recuperación de la función colinérgica mediada por nicotina es 

necesario definir el fenómeno de desensibilización de receptores (Quick and Lester, 2002), 

el cual se entiende como la disminución o pérdida de respuesta biológica posterior a una 

estimulación  prolongada o repetitiva (Ochoa y cols., 1998), y se puede manifestar, por 

ejemplo, como la falta de respuesta total de una célula muscular a la presencia de un 

agonista, reflejado en la disminución de la amplitud en respuesta a breves pulsos de 

acetilcolina  (Katz y Thesleff, 1957). A nivel microscópico este fenómeno refleja una 

acumulación, dependiente del tiempo, de receptores en estados no conductores (Sakmann y 

cols, 1980). 

Basado en experimentos de reconstitución de receptores purificados en bicapas lipídicas, 

podemos decir también que el fenómeno de desensibilización es intrínseco al receptor 

(Ochoa y cols, 1989), pero que a su vez este proceso es regulado por variados señales 

exógenas y agentes celulares (Huganir and Greengard,1990)  siendo estos últimos nuestro 

principal interés. 

De los estudios realizados sobre la regulación del receptor nicotínico neuronal sabemos que 

es fosforilado en la subunidad α tanto por proteína PKA (H. Nakayama et.1993) como por 

PKC (Downing and Role, 1987). Los antecedentes que existen sobre la influencia de PKC 

sobre el proceso de desensibilización  en el receptor nicotínico son contradictorias 

dependiendo del tipo celular en que este se  estudie, pero según lo descrito para subtipos 

neuronales presentes en el SNC,  la activación de la PKC favorece la recuperación desde 

estados desensitizados favoreciendo un estado leve por sobre uno más pronunciado (Fenster 
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y cols, 1998, Marzalec W y cols, 2005). 

Al haber un exceso de Diacilglicerol en las células trisómicas CTb, estas podría  ver 

activada en forma permanente la PKC, favoreciendo con esto la recuperación de los 

receptores nicotínicos de acetilcolina al ser estimulados. De esta forma, una fracción de  

receptores anormalmente fosforilados por PKC se recuperaría más rápido por presentar una 

desensitizacion mas leve y estarían disponibles para unir nuevamente la fracción de 

acetilcolina que los receptores no-fosforilados, (que presentan un proceso de 

desensitización normal), no unen en circunstancias normales (figura 21)  

             

                                                    
Figura 21. PKC podría favorecer la recuperación de los receptores nicotínicos desde 
estados desensibilizados, aumentando asi la constante de decaimiento τ en las señales de 
Ca2+  en respuesta a Nicotina, según lo descrito por Cardenas y cols. 1999 en la línea 
celular de Corteza cerebral Trisomica CTb. 
 
 
De esta manera dichos receptores presentarían una conductancia de Ca2+ que si bien no es 

mayor ( manifestado en la nula alteración en el peak de la corriente de Ca2+  en  respuesta a 
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Nicotina en el knockdown génico de SMIT-1, observado por Fernández, 2007 ) ,  sí podrían 

mantener una entrada de Ca2+ por un mayor lapso de tiempo con respecto a lo que ocurre 

en las células normales CNh ,reflejado en una mayor constante cinética de decaimiento τ en 

las células trisómica, único parámetro que , como dijimos antes , se revierte con el 

knockdown  génico del transportador SMIT-1. 

Por otra parte esta cinética anormal de señales de Ca2+ generada por la fosforilación 

anormal del receptor nicotínico puede traducirse en alteraciones de otras proteínas 

relacionadas con la liberación de acetilcolina en las células de corteza trisómicas, ya que 

existe una marcada  regulación dependiente de Ca2+/CaM en canales de Ca2+ activados por 

voltaje (VDCC) del tipo P, Q y N (Lee y cols, 2000, Liang y cols, 2003) así como también 

podría determinar la Inactivación de proteínas del complejo SNARE, por ejemplo mediante 

la interacción con Ca2+/Calmodulina (Ohyama y cols, 2002) o siendo blanco para 

fosforilación dependiente de PKC (Fujita Y y cols, 2000) o Ca/ CaM kinasas. , lo que 

podría verse reflejado en la disminución de la liberación de acetilcolina frente al estimulo 

con Nicotina según  lo observado por distintos autores (Allen y cols 2002, Opazo y cols 

2006) así como también en el presente trabajo.  
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2.2 Estimulación con Muscarina 

 

Los receptores muscarínicos de acetilcolina (mAChR) median la mayoría de las acciones de  

este neurotransmisor tanto en el sistema nervioso central como periférico, además de los 

órganos blanco de nervios parasimpáticos. A la fecha se han clonado 5 subtipos de este 

receptor: M1 a M5) ( Bonner y cols., 1987), siendo cada uno el producto de un gen distinto. 

Estos receptores pertenecen a una superfamilia de receptores con 7 dominios 

transmembrana  los cuales activan sus cascadas transduccionales  a través de su interacción 

con proteínas G heterotriméricas. Los receptores M1, M3 y M5 están acoplados  a los 

subtipos de proteínas Gα q/11 y Gα 13 (insensibles a la toxina pertrussis) cuya activación 

conduce a la estimulación de la fosfolipasa C y D, mientras que los receptores M2 y M4 

están acoplados preferencialmente a proteínas Go y Gi, las cuales inactivan a la adenilato 

ciclasa. (Felder y cols, 1995). Estos receptores participan, entre otros procesos celulares, en 

la liberación de acetilcolina de diversas maneras, por lo que su función, así como también 

su conexión con la sobreexpresión del transportador SMIT-1 y la disfunción colinérgica  en 

la trisomía 16 será discutida a continuación. 

Con respecto a los efectos del agonista colinérgico muscarina,  se observó una disminución  

significativa en la liberación de acetilcolina ante el estímulo en las células de corteza 

trisómicas (CTb) con respecto a su control diploide (CNh). Una vez realizado el 

knockdown génico del transportador SMIT-1, se produjo una normalización en el eflujo de 

tritio en respuesta a muscarina a  las 48 y 72 horas post-transfección con respecto a la línea 
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de corteza normal CNh . A continuación, se discuten dos posibles mecanismos que podrían 

contribuir a esta parte de la disfunción colinérgica en la trisomía 16 murina y que podrían 

ser revertidos con la normalización de la expresión del transportador de Na+/Mioinositol 

SMIT-1. 

Las causas de la disfunción colinérgica en respuesta a Muscarina observada en las células 

de corteza CTb podrían ser varias, pero es posible que se deba, tal como se dijo en párrafos 

anteriores para el caso del receptor Nicotínico, a una mayor  actividad de la PKC en 

respuesta los elevados niveles de DAG generados por la PLC, la cual dispondría de una 

mayor cantidad de sustrato disponible (PIP2 derivado del MI), proporcionado por la 

sobreexpresión del transportador SMIT-1. Por otra parte, resultados obtenidos por 

Fernández indican un mayor peak y enlentecimiento de la cinética de decaimiento en  las 

señales de Ca2+ evocadas en respuesta a muscarina en las células de corteza CTb, siendo 

este ultimo parámetro el único que se ve normalizado al transfectar dichas células con el 

antisentido para SMIT-1. Por lo tanto, es posible relacionar el reestablecimiento de la 

cinética de Ca2+ con la normalización en la función colinérgica en respuesta a muscarina en 

células de corteza trisómicas CTb transfectadas con el antisentido para SMIT-1 según lo 

descrito en este trabajo.  

Es posible que la mayor constante cinética de decaimiento τ observada en las células de 

corteza trisómica en respuesta a Muscarina (Fernández, 2007) así como también el déficit 

en la función colinérgica mediada por este mismo agonista descrita en este trabajo  se 

deban principalmente a dos factores: 1) una mayor inactivación de los canales de K+ 



 54

KCNQ  y 2) una disminución en la interacción inhibitoria que ejercen las subunidades β y γ 

de la proteína Gαq acoplada al receptor muscarínico M1 (que junto al subtipo M3 

predomina en corteza cerebral e hipocampo, Levei A I , 1993) posterior a la estimulación 

del agonista; por una mayor fosforilación dependiente de PKC. 

 

2.2a) Inactivación de KCNQ y fosforilación dependiente de PKC 

 

En circunstancias normales, los canales KCNQ 2/3 permiten el flujo de K+ hacia el exterior 

de la célula, lo cual se ha denominado  Corriente M, debido a que es suprimida por 

receptores Muscarínicos (Brown and Adams 1980) y contribuye a mantener el potencial de 

membrana.  A pesar de que el mecanismo por el cual se suprime esta corriente M ha sido 

un misterio en el campo de la neurociencia a lo largo de los últimos 20 años  la teoría mas 

aceptada en la actualidad es que el cierre del canal KCNQ se produce a través de la 

depleción del PIP2 en la membrana plasmática una vez activada la Fosfolipasa C. Una vez 

activado el receptor Muscarínico M1 , la Proteína Gq con la que se encuentra asociado se 

disocia activando a su vez a la PLC , la cual produce IP3 y DAG a partir de PIP2 siendo la 

disminución de este fosfolípido el que produce el cierre del canal KCNQ(Suh and Hille , 

2007) 

En cuanto a la regulación de este proceso, Hoshi  y cols. (2003)  observo que PKC forma 

un complejo trimérico con la proteína adaptadora AKAP y KCNQ. Al ser fosforilado por 

PKC, KCNQ se inactiva, impidiendo el eflujo de K+ hacia el exterior de la célula y 
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aumentando así la excitabilidad neuronal (Higashida and Brown 1985). 

Antes de continuar es necesario ahondar en este ultimo punto: ambos factores, tanto los 

posibles requerimientos estructurales a nivel de la membrana plasmática en cuanto al PIP2 

se refiere por parte KCNQ como la fosforilación del mismo dependiente de PKC son 

importantes, ya que estos mecanismos están directamente relacionados con el transportador 

SMIT-1. Al existr más mioinositol a causa de la sobreexpresión de SMIT-1, podría estar 

alterada la concentración óptima de PIP2 para el funcionamiento de KCNQ a nivel de la 

membrana plasmática, lo que podría derivar en una mayor  inactivación de este canal de 

K+. A su vez, es  también posible que al existir una mayor concentración de DAG, la PKC 

estaría sobreactivada, fosforilando a KCNQ en forma anormal, resultando igualmente en 

una mayor inactivación del canal. 

 

 

2.2b) Fosforilación de Canales de  Ca2+  Regulados por Voltaje (VDCC) y Exocitosis 

En circunstancias normales, al aumentar la excitabilidad neuronal producto del cierre de 

KCNQ, el Potencial de Membrana se desplazaría hacia valores positivos, lo que se traduce 

en la activación de VDCC, los cuales permiten el flujo de Ca2+ al interior de la célula, mas 

específicamente a la Zona Activa de la membrana plasmática. Este Ca2+ que ingresa a la 

zona activa provoca cambios conformacionales en las proteínas involucradas en el proceso 

de exocitosis (Matthews, 1996), permitiendo su fusión con la membrana plasmática para 

liberar el neurotransmisor al espacio íntersináptico y así ejercer su efecto ya sea en la célula 
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blanco o en auto receptores que modulan varios procesos celulares, tales como la misma 

liberación de neurotransmisor y  plasticidad sináptica (Shinoe T y cols., 2005), entre otros. 

Una vez que los VDCC se activan es necesaria su inactivación, debido a los efectos 

perjudiciales que puede tener el incremento en los niveles intracelulares de Ca2+. Ello 

podría llevarse a cabo a través de  una inhibición por parte de las subunidades β y γ de la 

proteína Gq acoplada al receptor muscarínico M1 (figura 24), proceso que se ha visto 

disminuye en presencia de activadores de PKC ( Cooper y cols, 2000). 

Al haber un exceso de PIP2 en la membrana plasmática de las células de corteza cerebral 

CTb, determinado por la sobreexpresión de SMIT, podrían existir alteraciones tanto en la 

función del canal KCNQ como en la actividad de la PKC, cuya actividad estaría 

aumentada. Ante ello, el canal KCNQ podría mantenerse inactivado por un periodo de 

tiempo mayor que en la condición normal,  favoreciendo una despolarización más larga e 

induciendo un aumento en el tiempo de activación en los canales de Ca2+ regulados por 

voltaje tipo N y P/Q (VDCC) lo que sumado a la fosforilación de VDCC por parte de PKC 

(Doerner y cols,1988) traería como consecuencia una menor inactivación por parte de la 

proteína Gαq lo que podría explicar el mayor tiempo de decaimiento de las señales de Ca2+ 

observado por Fernández,  y  tal como se dijo para el caso del receptor nicotínico de 

acetilcolina, es posible que este mayor tiempo de decaimiento de las corrientes Ca2+ 

(reflejado en una constante cinética τ mayor) en las células de corteza trisómicas CTb 

determine una alteración a nivel de proteínas del complejo SNARE, ya que, como se ha 

visto en distintos tipos celulares incluyendo corteza cerebral, es característico del proceso 
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de exocitosis una rápida remoción del Calcio que ingresa a la zona activa.  

Esta hecho se vería revertido al normalizar la expresión del transportador de MI SMIT-1, 

ya que al generarse menos DAG disminuiría la actividad de la PKC, y los sustratos de ésta 

recuperarían su estado de fosforilación normal. Esto traería por consecuencia la 

normalización de la liberación de acetilcolina en respuesta a muscarina como se vio en la 

sección de resultados.  

 

2.2c PKC podría impedir la Internalización de Autoreceptores M2  

Otra posible causa del déficit en la liberación de acetilcolina en respuesta a muscarina en  

células de corteza trisómicas CTb podría ser la alteración en los mecanismos de inhibición 

de los VDCC por parte del  receptor muscarínico de acetilcolina M2. Al activarse este auto-

receptor, que se encuentra acoplado a la proteína Go/i, se produce la liberación de la 

subunidad βγ, la cual interactúa con los VDCC disminuyendo su actividad y modulando así  

el proceso de exocitosis.(Shapiro M y cols, 2001) 

 En un proceso similar a lo que ocurre en receptores nicotínicos, los receptores 

muscarínicos experimentan desensibilización en respuesta a agonistas, con la diferencia de 

que en este caso  dicho proceso en mediado por proteínas quinasas GRK  (G coupled-

protein Receptor Kinase, GRK), las cuales fosforilan a la subunidad  βγ de la proteína Gi/o 

acoplada al receptor M2, favoreciendo su internalización por medio de arrestinas (Figura 

26, Koppen y cols, 2003) contribuyendo al proceso de desensibilización. Sin embargo, estas 

proteínas quinasas GRK experimentan fosforilación dependiente de PKC, lo cual tiene un 
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efecto inhibitorio en la actividad y afinidad de GRK por la subunidad  βγ de la proteína 

Gi/o (Pronin y cols, 1997). Además se ha reportado  la fosforilación del receptor 

muscarínico M1 por parte de PKC, lo cual también tiene un efecto inhibitorio en la 

fosforilación dependiente de GRK (Haga et a., 1996) 

Estos dos factores podrían explicar la disminución significativa en la liberación de 

acetilcolina observada en las células de corteza trisómicas CTb, ya que es posible que las 

proteínas kinasas GRK estén siendo anormalmente fosforiladas por PKC debido al exceso 

de su metabolito activador, el DAG, a causa de la sobreexpresión del transportador SMIT1. 

Esto traería por consecuencia la presencia de una mayor cantidad de auto receptores 

inhibitorios M2 en las células trisómicas, ya que al disminuir la actividad o afinidad de 

GRK, la  internalización de los auto-receptores inhibitorios M2 estaría siendo interrumpida.  

Así, el efecto inhibitorio sobre los canales de Ca2+ dependientes de voltaje sería mayor y el 

fenómeno de desensibilización post-estímulo  podría ser más pronunciado.  

De esta forma, al normalizar la expresión del transportador SMIT-1 en las células de 

corteza cerebral trisómicas CTb, disminuirían los niveles de mioinositol, PIP2 y finalmente 

DAG, normalizándose finalmente la actividad de PKC. Así, se reestablecería el proceso de 

internalización del receptor muscarínico M2 mediado por GRK´s- arrestina, y los VDCC 

verían restituida su actividad normal con lo que la liberación de acetilcolina alcanzaría los 

niveles observados en las células diploides CNh, tal como se puede ver en este trabajo.  
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 2.3) Despolarización inducida por KCl 

Los resultados obtenidos indican que al inducir una fuerte despolarización con KCl en una 

concentración de 50 uM se observa un déficit en la liberación de acetilcolina  entre las 

células de corteza Trisómicas CTb y el control diploide CNh lo que concuerda con los 

resultados obtenidos por  Opazo y cols. (2006). En el presente estudio, observamos que este 

déficit en la liberación de acetilcolina en la línea celular de corteza cerebral trisómica CTb 

no es revertido por la normalización de los niveles del Transportador Na+/Mioinositol 

SMIT-1. 

Al inducir esta fuerte despolarización en la membrana plasmática se activan principalmente 

canales iónicos de Na+ y Ca2+ activados por voltaje, siendo estos dos mecanismos los que 

median la liberación del neurotransmisor hacia el espacio intersináptico. Una posible causa 

de la disminución en la liberación de acetilcolina en respuesta a K+ en las células 

trisómicas es el menor numero (35% menos que el control diploide CNh)  de canales de 

Na+ sensibles a TTX expresados en estas células trisómicas, tal como se ha descrito en 

líneas celulares de Hipocampo Trisómicas (Galdzicki y cols, 2001), o bien a una alteración 

en la regulación de estos canales  dependiente de PKA  y Ca/Calmodulina Kinasa II , ya 

que se ha descrito que los canales de Na+ activados por voltaje también son susceptibles a 

fosforilación par parte de estas proteínas Quinasas (Costa y cols, 1984; , Li M y cols, 1992, 

Wagner S y cols, 2006).Por otra parte también se ha descrito que la sobreexpresión de Aβ 
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Amiloide también disminuye la liberación de acetilcolina en células de Hipocampo de rata 

(Kar S y cols, 1996) hecho que cobra importancia en vista de  que los niveles de esta 

proteína se encuentran elevados en la línea celular de corteza trisómica CTb de acuerdo a la 

dosis génica (50%), (Opazo y cols, 2006) ya que el gen que la codifica se encuentra 

efectivamente ubicado en el cromosoma 16 murino. Cabe destacar que en este último 

estudio también se determinó que la normalización de los niveles de APP en las células 

trisómicas de corteza cerebral CTb  restaura la liberación de Acetilcolina en respuesta a K+, 

lo que reafirma la participación de APP en la disfunción colinérgica en la trisomía 16 

murina . 

El hecho de que la normalización de los niveles de SMIT-1 no revierta la disminución en la 

liberación de acetilcolina ante la estimulación con K+ en las células trisómicas CTb podría 

ser atribuido a que tampoco se observa, como se dijo en párrafos anteriores, una 

normalización en los elevados niveles basales de Ca2+ intracelular. Al estar elevados los 

niveles de Calcio es posible que esté activado el complejo Ca2+/Calmodulina, el cual es 

capaz de activar a la enzima adenilato ciclasa (Wu y cols. 1993), lo cual puede derivar en 

altos niveles de cAMP (Siarey y cols, 2000).Esto podría tener relación con la 

hipersensibilidad de esta enzima en células de hipocampo de ratón trisómico parcial 

Ts65Dn ante la estimulación con forskolina. El incremento en los niveles de este metabolito 

activaría a la PKA induciendo una fosforilación excesiva de los canales de Na+ sensibles a 

voltaje inactivándolos lo cual podría explicar la reducción en las corrientes de Ca2+ 

observadas en cultivos de neuronas del DRG de fetos murinos Trisómicos 16 (Caviedes y 
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cols, 2006) lo que sumado a la disminución en el número de los mismos, podría ser una 

causa de la menor liberación de acetilcolina en respuesta a K+. 

 

 2.4) Estimulación con Glutamato 

 

El glutamato es el neurotransmisor más común en las sinapsis exitatorias del SNC, 

actuando tanto a través de receptores ionotrópicos como metabotrópicos. 

En las líneas celulares de corteza cerebral  normales (CNh) y Trisómicas (CTb) las acciones 

del glutamato son ejercidas principalmente a través de receptores Ionotrópicos (Rodríguez, 

1997, Cárdenas y cols, 1999)  los que se clasifican farmacológicamente en tres subtipos: 

NMDA, AMPA y Kainato.  

Estudios de este mismo grupo en líneas celulares de corteza cerebral habían arrojado 

resultados contradictorios ya que Allen y cols (2000) no obtuvieron diferencias 

significativas en la liberación de Acetilcolina en respuesta a la estimulación con Glutamato 

entre las líneas celulares de corteza cerebral normal (CNh) y trisómica (CTb). Sin embargo, 

Opazo y cols (2006) sí observaron diferencias significativas entre ellas siendo menor la 

respuesta en la línea celular trisómica CTb, las cuales se revertían al normalizar la 

expresión de la proteína APP en (2006). 

 En lo que respecta a este trabajo, observamos diferencias entre células normales y 

trisómicas, pero al transfectar con el antisentido para el transportador SMIT1 no se pudo 
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observar recuperación alguna en la función colinérgica frente a la estimulación con 

glutamato. 

Esta diferencia entre ambas líneas celulares (normales y trisómicas) podría explicarse en 

parte debido a la sobreexpresión del mRNA de la subunidad regulatoria NR2A ya que el 

gen que codifica para esta proteína efectivamente se encuentra ubicado en el cromosoma 16 

(Nagasawa y cols, 1996). 

La razón por la cual la normalización de SMIT1 no produjo la recuperación de la liberación 

de Acetilcolina en respuesta a la estimulación con glutamato es desconocida , pero es 

posible que dicha alteración no este relacionada con los elevados niveles de MI que 

determinan el posible incremento en los metabolitos derivados del mismo, y que mas bien 

responda , como se dijo anteriormente a la sobreexpresión de la subunidad NR1A  o a 

mecanismos de fosforilación a través de proteínas quinasas dependientes de Ca2+ (Tan y 

cols, 1994) o cAMP (Greengard y cols, 1991), ya que es posible que la alteración de estos 

mecanismos de fosforilación persista una vez normalizado SMIT1, en vista de que los 

elevados niveles basales de Ca2+ intracelular no son mediados por el aumento en el 

transporte de Mioinositol derivado de la sobreexpresión del transportador.(Fernández, 

2007) 

De acuerdo a los resultados analizados en la presente discusión podemos decir para 

finalizar, que  la sobreexpresión de SMIT1 en la Trisomía 16 , el posible aumento de la 

concentración de Inositol y los metabolitos derivados de el, afectarían principalmente a la 

función neurotransmisora mediada por agonistas colinérgicos tales como Nicotina y 
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Muscarina, aunque no es posible descartar otras acciones, especialmente si consideramos 

que aunque sabemos que los niveles del Transportador SMIT1 disminuyen al emplear los 

oligonucleótidos antisentido, desconocemos varios aspectos relacionados, tales como la 

variación en los fosfolípidos de membrana en el lapso de tiempo posterior a la transfección, 

los niveles de los metabolitos derivados del PIP3 a partir de la estimulación de la 

Fosfolipasa C , el grado de fosforilación que experimentan receptores Nicotínicos y 

Muscarínicos así como también la actividad de las proteína quinasas que median dichos 

procesos. 

 

 No fue el objetivo de este estudio esclarecer todas estas variables, pero sí puede constituir 

un excelente punto de partida para futuras investigaciones en las cuales se considere a 

SMIT1 o bien a alguno de los metabolitos, proteínas y/o receptores posiblemente afectados 

por su sobreexpresión como un blanco farmacológico en una terapia que apunte a revertir la 

disfunción colinérgica en el Síndrome de Down, y con ello recuperar en parte algunas de 

las alteraciones cognitivas e intelectuales características de este síndrome. 
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1Esquema que describe posibles alteraciones ocasionadas por la sobreexpresión de SMIT1 en distintas 
vías implicadas en la neurotransmisión y que podrían contribuir a la Disfuncin Colinérgica en la 
Trisomía 16 Murina (Modelo Síndrome de Down) 
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7.0-  CONCLUSIONES 

1. El análisis de Western Blot indica que SMIT1 se encuentra sobreexpresado en la línea 

celular de corteza cerebral trisomica CTb. 

2. El análisis de Western Blot muestra que es posible la normalización o reducción de la 

sobreexpresión del Transportador de Na+/ Mioinositol SMIT1 mediante el tratamiento 

con secuencias de AS específicas para mRNA alcanzando niveles normales de 

expresión de esta proteína en líneas celulares trisómicas CTb. 

3. La IC, por parte de las células CTb, es significativamente menor en comparación con 

CNh Sin embargo, a 48 y 72 horas del knockdown de SMIT1, la Incorporación de 

Colina, por parte de CTb, alcanza niveles normales al comparar con su control diploide 

CNh. 

4. Los niveles de Liberación Fraccional de Acetilcolina en respuesta a 0,1mM de nicotina 

,0,3mM de Muscarina, 50 mM de K+   y 0,2 mM Glutamato se encuentran disminuidos 

en la línea celular de corteza cerebral trisómica CTb con respecto a su control diploide 

CNh   

5. A 48 y 72 horas del knockdown de SMIT1, los niveles de liberación fraccional de 

Acetilcolina, estimulados por 0,1mM de nicotina y 0,3mM de Muscarina, fueron 

esencialmente similares a los niveles de Liberación Fraccional registrados  en líneas 

celulares normales. 
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6. A 48 y 72 horas del knockdown de SMIT1, los niveles de liberación fraccional de 

Acetilcolina, estimulados por 50 mM de K+   y 0,2 mM Glutamato no logran igualarse 

a los de la línea celular de corteza normal CNh, permaneciendo en niveles similares a lo 

observado en la línea de corteza cerebral trisómica CTb sin transfectar. 

7. Los resultados sugieren, que la sobreexpresión de SMIT1 en CTb podría contribuir al 

deterioro en la función colinérgica mediada por agonistas de receptores Nicotínicos y 

Muscarinicos, y que el knockdown génico en modelos celulares del síndrome de Down 

es una herramienta importante que permite identificar posibles blancos terapéuticos en 

el Síndrome de Down. 
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