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RESUMEN

La Serotonina (5-HT) es un neurotransmisor detectado tempranamente durante el desarrollo del
sistema nervioso central y recientemente se ha descrito su papel sobre los procesos de migracién
y morfologia neuronal. Mediante la inhibicién farmacoldgica de la sintesis de 5-HT durante el
desarrollo embrionario, se ha determinado que la reduccién en este neurotransmisor produce
efectos a largo plazo reflejado en una disminucion del peso del cerebro, alteracion en la
maduracion neuronal y una disminucién de la complejidad dendritica.

La 5-HT ejerce sus acciones a través de sus receptores ionotrépicos (5HT3) y metabotrépicos
(5HT,, 5HT,, 5HT,-5HT;). Algunos de ellos se expresan tempranamente durante el desarrollo
embrionario y mas ain puede variar su distribucion y/o niveles en forma dinamica durante el
desarrollo pre y posnatal. Para efectos de esta Tesis se destacan los receptores 5SHT 4 y 5HT- los
cuales estan presentes en estructuras cerebrales como el hipocampo. Interesantemente, el
5HTa-R se expresa tempranamente durante el desarrollo embrionario; por lo cual se postula
que la 5-HT tendria un efecto modulador sobre la migracion, diferenciacion y viabilidad celular.
En cambio, solo se ha descrito una expresion dindmica del 5HT,-R durante el desarrollo
posnatal; lo que sugiere una accion de este receptor en estadios bien definidos.

La sobre-expresion de los receptores serotoninérgicos 5HT15 ¥ 5HT; en lineas celulares, ha
permitido estudiar su acoplamiento a distintas cascadas transduccionales. Se ha descrito el
acoplamiento a diversas proteinas G que permiten la activacion o inhibicién de proteinas
efectoras como AC, fosfolipasas, regulacion de canales idnicos y activacion de las vias MAPK y
PI3K-AKkt, entre otras. Estas vias participan promoviendo la formacién de neuritas y dendritas y
han sido involucradas con la regulacion de la plasticidad sinaptica. En contraste, los efectores de
estos receptores descritos en lineas celulares no han sido bien definidos en neuronas. Si bien
existen algunos antecedentes que apoyan la idea de que la 5-HT regula la morfologia neuronal,
no se ha establecido la participacion de un subtipo de receptor en particular. La activacién del
5HT;4-R induce un aumento en el nimero y largo de neuritas en neuroblastoma de ratén. En
relacion a estos cambios morfoldgicos, se ha descrito que la via de las Rho GTPasas regula el
citoesqueleto a través de la modulacion de la cofilina, importante regulador del citoesqueleto de
actina. Se ha demostrado un acoplamiento entre el 5SHT+-R y Ga12 y el aumento del crecimiento
de neuritas en neuronas hipocampales, aunque no se ha dilucidado cuales son sus efectores rio
abajo.

De acuerdo a estos antecedentes se postuld la siguiente hipétesis: “Agonistas de los receptores
5HT;, y 5HT; activan vias transduccionales que modulan el citoesqueleto, efectos que se
asocian a cambios morfolégicos de neuronas hipocampales en cultivos”. Los objetivos fueron:
1) Determinar en neuronas hipocampales con distinta madurez, el efecto de agonistas de los
receptores serotoninérgicos 5HT;a y 5HT; sobre proteinas que participan en vias
transduccionales, que tienen como blanco el citoesqueleto de microtubulos y de actina, como
Akt-GSK-3B, ERK y cofilina, respectivamente. 2) Determinar el efecto de agonistas de los
receptores serotoninérgicos 5HT;, y 5HT; sobre la morfologia de neuronas hipocampales con
distinta madurez. Estos objetivos se desarrollaron utilizando antagonistas especificos para los
receptores 5HT;n (WAY-100635) y 5HT; (SB269970). En esta tesis se demostré que la
distribucion del receptor 5HT ;4 experimenta una polarizacion a mayor madurez del cultivo,
encontrandose tempranamente en el soma y mas tardiamente con una localizacién somato-



dendritica, sin variar el nivel del receptor. En contraste, la distribucion somato-dendritica del
5HT:-R fue independiente de la madurez del cultivo. A su vez, se detectaron las isoformas
5HT7,-R y 5HT#,-R y cuya relacion no varié durante los dias del cultivo in vitro (DIV). No
obstante, ambas isoformas aumentan significativamente entre los 2 y 14 DIV. El 8OH-DPAT,
agonista de los receptores 5HT 14 (Ki 10 nM) y 5HT; (Ki 52 nM), promueve la activacién de la
via Akt-GSK-3B a los 2 DIV, efecto que involucraria la participacion del 5HT,-R v,
probablemente al 5HT;o-R. Adicionalmente, el 8OH-DPAT en neuronas mas maduras (7 DIV),
aumento la activacion de la Akt, efecto independiente de los receptores 5HT;a y 5HT;. Estos
resultados sugieren que este agonista puede activar a otros receptores, lo que plantea una
reevaluacion de su accion como agonista selectivo del 5HT; 5. Por otra parte, a pesar de la
activacion de la Akt, no se observaron cambios en la fosforilacion de la GSK-3p, sugiriendo una
disociacion de ambas quinasas a este estadio. Adicionalmente, el 80OH-DPAT 6 la 5-HT no
modificaron significativamente el estado de fosforilacion de las ERK1/2.

La estimulacion durante 24 horas con 8OH-DPAT en neuronas con 2 DIV aumentd
significativamente el nimero de las neuritas primarias, acompafiado de un aumento en el largo
neuritico total; efectos no asociados a los receptores 5HT,5 Y 5HT;. Estos resultados sugieren
que el BOH-DPAT activa un receptor que incrementa el nimero de neuritas sin afectar su largo.
Interesantemente, se observd que la estimulacién con 8OH-DPAT disminuyo6 significativamente
la fosforilacion inactivante de la cofilina en Ser®: efecto insensible a la accién de los antagonistas
de los receptores 5HT1o y 5HT;. Similarmente, a los 7 DIV se observé una disminucién
significativa de los niveles fosforilados de cofilina luego de la estimulacién con 5-HT, efecto no
asociado a los receptores 5HT.;n y 5HT; sugiriendo la participacion de un receptor
serotoninérgico desconocido sobre la dinamica de actina.

Adicionalmente, la activacion del 5HT-R con 80H-DPAT y 5HT a los 2 DIV durante 24 h
disminuye el nimero de las dendritas primarias pero promueve el crecimiento. A este mismo
estadio neuronal, la 5-HT a través de 5HT;5-R y 5HT+-R aument6 el crecimiento de dendritas
secundarias. Por otro lado, se demostr6 a los 8 DIV que la 5-HT aumenta el nimero de
dendritas primarias mas cortas a través de un receptor serotoninérgico desconocido.
Adicionalmente, los cambios inducidos por la 5-HT a los 8 DIV, indican que el 5HT4-R
promueve una reduccion en el largo de las dendritas primarias, fenémeno observado por la
reduccion en el nimero de las dendritas primarias mas largas (> 40 um); efecto también
observado en las secundarias mas largas (> 20 um). En apoyo, el analisis de Sholl muestra una
disminucién de la complejidad neuronal asociada a este receptor. Es decir, el 5HT;4-R inhibe el
crecimiento y la complejidad dendritica, probablemente al frenar el crecimiento o elongacion de
éstas, quedando por establecer los mecanismos moleculares asociados. En apoyo a este hallazgo,
se ha descrito recientemente en hipocampo de ratén adulto que el 5HT;o-R produce una
disminucién de las dendritas terciarias. En contraste, a los 8 DIV el 5HT;-R promueve un
aumento del crecimiento de dendritas primarias y secundarias, siendo este Gltimo efecto también
observado por la estimulacién del 5HT;4-R. En resumen, el 5SHT14-R promueve una disminucion
de la complejidad dendritica, en contraste al efecto positivo de la activacion del 5HT,-R
observado a nivel de las neuritas y dendritas; sugiriendo que estos receptores pueden modular la
morfologia neuronal de forma diferencial dependiendo de la madurez del cultivo. Ademaés, por
primera vez se involucra la participacion de los receptores 5HT;5 y 5HT; sobre la morfologia
neuronal en cultivo primario de hipocampo de rata. Ademas, este estudio muestra los efectos de
agonistas serotoninérgicos sobre vias transduccionales relacionadas a la modulaciéon del
citoesqueleto y cambios en la morfologia que depende de la madurez de neuronas hipocampales.
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SUMMARY

SEROTONERGIC RECEPTORS AGONISTS PROMOTE TRANSDUCTION
PATHWAYS INVOLVED IN CYTOSKELETON REGULATION AND PRODUCE
MORPHOLOGICAL CHANGES IN HIPPOCAMPAL CULTURED NEURONS

Serotonin (5-HT) is a neurotransmitter found early during development of the central nervous
system and recently it has been involved in cell migration and neuronal morphology. The
pharmacological inhibition of 5-HT synthesis during embryonic development suggests that its
reduction produces long-term effects reflected as decreased brain weight, altered neuronal
maturation and reduction of dendritic complexity.

The 5-HT exerts its actions through ionotropic (5HT3) and metabotropic (5HT;, 5HT,,
5HT,-5HT;) receptors. Some of these receptors are expressed early during embryonic
development and their distribution or levels can change dynamically during pre-and postnatal
development. This thesis focuses on 5HTy4 and 5HT; receptors, which are present in brain
structures such as the hippocampus. Interestingly, the 5HT5-R is expressed early during
embryonic development, suggesting that 5-HT could have a modulating effect on cell migration,
differentiation and viability. In contrast, a dynamics expression of 5HT-,-R has been described
during postnatal development, suggesting a role in well-defined neuronal stages.

Overexpression of 5HT;, and 5HT- serotonin receptors in cell lines has allowed studying their
coupling to several transduction pathways. These receptors are coupled to several G protein
allowing the activation or inhibition of effector proteins such as AC, phospholipases, regulation
of ion channels and activation of MAPK and PI3K-Akt, among others. These pathways promote
neurites and dendrites formation, and have been implicated in the regulation of synaptic
plasticity. In contrast, the effectors of these receptors described in cell lines have not been well
defined in neurons.

Although some evidences support the idea that 5-HT regulates neuronal morphology, it has not
been established which serotonergic receptors are involved. The 5HT;4-R activation induces an
increase in both the number and length of neurites in mouse neuroblastoma. In relation to these
morphological changes, it has been described that Rho GTPases pathway regulates the
cytoskeleton through the modulation of cofilin, an important regulator of actin dynamics.
Additionally, a link between 5HT--R, activation of Gal2 and the increase of neurite outgrowth
in hippocampal neurons has been described, but it has not been elucidated the transduction
pathway involved.

According to these evidences, the following hypothesis was proposed: “Agonists of 5SHT;5 and
5HT; receptors activate pathways that modulate the cytoskeleton, effects that are associated with
morphological changes in cultured hippocampal neurons.” The aims were to: 1) Determine, the
effect of 5SHT14-R and 5HT-R agonist on proteins involved in transduction pathways, targeting
microtubule and actin cytoskeleton like Akt-GSK- 3B, ERK and cofilin, respectively, on
hippocampal neurons with different maturity. 2) Determine the effect of 5HT;4-R and 5HT+-R
agonist on morphology of hippocampal neurons with different maturity. These objectives were
developed using specific antagonists of 5SHT 4 (WAY-100635) and 5HT; (SB269970) receptors.
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In this thesis it was shown that the distribution of 5HTs receptor undergoes a polarization
during the maturity of neurons, being early found in the soma and late with a somato-dendritic
distribution but without changes on receptor levels. In contrast, the somato-dendritic distribution
of 5HT,-R was independent of neuronal maturity. Besides, the isoforms “a” and “b” of 5SHT+-R
were detected without changes in their ratio during days in vitro (DIV). Nonetheless, both
isoforms increased significantly from 2 to 14 DIV. The 80H-DPAT, a 5HT4 (Ki 10 nM) and
5HT; (Ki 52 nM) receptor agonist, promotes the activation of the Akt-GSK-3p pathway at 2
DIV, effect which involves the participation of 5HT+-R and probably the 5HT;4-R. Additionally,
in more mature neurons (7 DIV) stimulation with 80OH-DPAT increased activation of Akt, an
effect independent of 5HT4 and 5HT- receptors. These results suggest that this agonist may
activate other receptors, and hence demands a reconsideration of its action as selective 5SHT ;5
agonist. Moreover, in spite of Akt activation, no changes were observed in the phosphorylation
levels of GSK-3p, suggesting dissociation of both kinases at this stage. Additionally, neither
80H-DPAT nor 5-HT altered the phosphorylation levels of ERK1/2.

Stimulation for 24 hours with 80H-DPAT at 2 DIV significantly increased the number of
primary neurites, accompanied by an increase in the overall length of neurites; effects which are
not related to 5HT4 and 5HT; receptors. These evidences suggest that SOH-DPAT targets an
unknown receptor whose activation increases the number of neurites without affecting their
length. Interestingly, it was observed that stimulation with 80OH-DPAT significantly decreased
the inactivating phosphorylation of cofilin in Ser®: an effect insensitive to the antagonists of the
5HT.4 and 5HT; receptors. Similarly, a significant decrease of phosphorylated cofilin levels
after stimulation with 5-HT was observed at 7 DIV; effect not associated to 5HT;» and 5HT
receptors, suggesting the participation of an unknown serotonin receptor modulating actin
dynamics.

Additionally, the 5HT;-R activation with 80OH-DPAT and 5-HT at 2 DIV during 24 h decreases
the number of primary dendrites but promotes its growth. At this neuronal stage, 5-HT
stimulates secondary dendrite growth through both 5HT;o-R and 5HT,-R. Furthermore, this
thesis demonstrated at 8 DIV that 5-HT increases the number of short primary dendrites via an
unknown serotonergic receptor. Additionally, the changes induced by 5-HT at 8 DIV, indicate
that 5HT14-R promotes a reduction in the length of the primary dendrites, a phenomenon
observed as reduction in the number of longer primary dendrites (> 40 um); effect also observed
in longer secondary dendrites (> 20 um). In accordance, Sholl analysis shows a decrease in
neuronal complexity associated with this receptor. Thus, 5HT4-R inhibits primary dendritic
growth and complexity, probably by slowing the growth or elongation, and the molecular
mechanisms associated remains to be explained. In support of this finding, it has been recently
described in adult mouse hippocampus, that 5SHT4-R promotes a decrease of tertiary dendrites.
In contrast, this Thesis described that 5HT+,-R induces an increased growth of primary and
secondary dendrites at 8 DIV; being the latter effect also observed by 5HT;5-R stimulation. To
summarize, the 5SHT;4 promotes a reduction of dendritic complexity in contrast to the positive
effect of 5HT; receptors observed in both neurites and dendrites; suggesting that these receptors
differentially modulate the neuronal morphology depending on neuron maturity. Furthermore,
we described for first time the participation of 5HT;5 and 5HT; on neuronal morphology in
primary culture of rat hippocampal neurons. Additionally this study shows the effects of
serotonergic agonists on transduction pathways related to cytoskeleton modulation and
morphological changes depending on maturity of hippocampal neurons.
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INTRODUCCION

Los neurotransmisores ejercen una variedad de acciones complejas sobre sus células blanco
a traves de la activacion de receptores especificos. Estas acciones incluyen cambios en la
excitabilidad celular, expresiébn génica, activacion de vias neuroprotectoras y
modificaciones en la morfologia celular entre otras. Mas aun diversas evidencias sustentan
la idea de que los neurotransmisores regulan varios aspectos del desarrollo del sistema
nervioso central (SNC). En apoyo a esto, se ha demostrado que varios neurotransmisores
son detectados tempranamente durante el desarrollo 6 en un periodo particular del
desarrollo (Lauder 1993).

La serotonina (5-HT) es un mediador quimico que se ha mantenido durante la evolucion y
se sintetiza a partir del triptéfano (Figura 1). En organismos inferiores como la Aplysia,
este neurotransmisor se detecta tempranamente durante el desarrollo del sistema nervioso y
en etapa adulta se asocia a neuronas del sistema nervioso e intestino (Goldstein y cols.,
1984). En este modelo, extensivamente utilizado para caracterizar mecanismos de
plasticidad sinaptica, se demostré que la estimulacion de las neuronas sensoriales con
pulsos de 5-HT produce cambios morfoldgicos a través del incremento en el nimero de
varicosidades; fendmeno que da cuenta de un aumento de la eficacia sinéptica (Udo y cols.,
2005). El cambio morfolégico dependiente de la 5-HT esta asociado a un aumento en la
actividad de la PI3K y de la fosfolipasa C (PLC); enzimas que promueven la formacion de

filopodios mediante la activacion de la proteina G pequefia, ApCdc42 (Udo y cols., 2005).

En mamiferos, ademas de su papel como neurotransmisor, se ha sugerido que la serotonina
regula la conectividad neuronal durante el desarrollo a través de la modulacion de la
migracion celular y la citoarquitectura (Lauder 1993). Esto adquiere especial relevancia
puesto que los niveles de 5-HT pueden modificarse durante el desarrollo por una serie de
factores ambientales que impactan a las hembras prefiadas, como por ejemplo cambios en la
nutricion (triptéfano) (Serfaty y cols., 2008), desafios a agentes estresantes (Papaioannou y

cols., 2002), infecciones (Winter y cols., 2009), y a su vez por farmacos que modulan los



niveles de 5-HT en el espacio sinaptico como los inhibidores selectivos recaptacion de
serotonina (ISRS) (Xu y cols., 2004) entre otros. De esta forma, alteraciones en
neurocircuitos observados en el adulto pueden relacionarse a disfunciones en las acciones
de la 5-HT durante etapas claves en el desarrollo, las cuales pueden predisponer a un

individuo en etapa juvenil y adulto a diversas neuropatologias (Hornung 2003).

Las neuronas que sintetizan 5-HT estan localizadas en una zona restringida del tronco
encefalico. La porcion mas caudal representada por los nucleos B1-B5 corresponden a los
nacleos del rafe pallidus, magnus, obscuro y pontis, y la porcion mas rostral, B6-B9
corresponde al rafe dorsal y medial. También se ha descrito que el nimero total de
neuronas serotoninérgicas son aproximadamente 20.000 en la rata en comparacion al total
de neuronas 10* (Jacobs y cols., 1992). Tanto en roedores como en humanos, se ha
observado que las neuronas serotoninérgicas concluyen la mitosis mucho antes que otros
fenotipos neuronales. En roedores esto ocurre entre los dias 12 y 14 de gestacion (Jacobs y
cols., 1992), mientras que en el humano se observa aproximadamente entre la 5 y 12

semana de gestacién (Herlenius y cols., 2004).

En la rata, las primeras neuronas inmuno-reactivas a 5-HT se observan en el dia E13 y son
parte del grupo B4-B9 y las del grupo B1-B3, se detectan aproximadamente en E14
(Wallace y cols., 1983). La diferenciacion relativamente temprana de las neuronas
serotoninérgicas sugiere un rol modulador de la 5-HT sobre los otros sistemas de
neurotransmisores durante el desarrollo. Adicionalmente, se ha descrito que las fibras
serotoninérgicas del tronco encefélico son las primeras en inervar a la medula espinal y el
cerebro anterior (Lidov y cols., 1982); estableciendose que la inervacion hacia la corteza
cerebral ocurre en el dia 17 de gestacion de la rata; justamente antes de que se comience a

desarrollar su estructura laminar (Wallace y cols., 1983).

Mas recientemente, se ha descrito el papel de la 5-HT sobre la migracion y morfologia
neuronal. La inhibicién farmacoldgica de la sintesis de 5-HT mediante la administracion

diaria de p-clorofenilalanina (PCA) a ratas prefiadas entre E12-E17, es decir en un periodo



critico para la formacion de la corteza donde ocurre neurogénesis y migracion neuronal,
produce una reduccion significativa de los niveles de 5-HT en los fetos de E12-E17 (Vitalis
y cols., 2007). Mas aun, el peso del cerebro es menor que los controles entre los dias p15-
p90; sugiriendo que la inhibicion de la sintesis de 5-HT durante el desarrollo embrionario
produce efectos a largo plazo (Vitalis y cols., 2007). Adicionalmente, se observa una
alteracion en la maduracion de las neuronas de la capa Il y V de la corteza somato
sensorial asociado a una reduccion en la complejidad dendritica observada en PO y P8
(Vitalis y cols., 2007). Mas aun, estos efectos no se relacionan a cambios en los niveles del

factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Vitalis y cols., 2007).

Con la idea de determinar el efecto de la 5-HT producida centralmente, se ha obtenido un
knock-out para la enzima triptéfano-hidroxilasa 2 (Tph2, NCBI: proteina, NP_775567.2;
gene 1D, 216343). Esta enzima es la encargada de hidroxilar en posicion 5 al triptéfano, el
cual al ser descarboxilado por la descarboxilasa de aminoacidos arométicos se genera la
5-HT. La TPH2 esta presente en los ndcleos del rafe y es la responsable de la sintesis de
5-HT en el cerebro (Walther y cols., 2003). Los animales Tph2™ presentan un crecimiento
lento y a la vez poseen neuronas en los nucleos de rafe con caracteristicas
electrofisiol6gicas de neuronas serotoninérgicas (Gutknecht y cols., 2012). Los autores
concluyen que el déficit de la 5-HT durante el desarrollo no seria necesaria para la
diferenciacion de las neuronas serotoninérgicas (Gutknecht y cols., 2012). Sin embargo, se
observo que la deficiencia de 5-HT induce una regulacion hacia arriba de los receptores
5HT;a y 5HTis en el cerebro y una reduccion en el contenido de noradrenalina
posiblemente debido a una disminuciéon en el nimero de neuronas noradrenérgicas
(Gutknecht y cols., 2012). Estos estudios sugieren que la reduccién en la produccion de
5-HT en el cerebro podria afectar el desarrollo de las neuronas noradrenérgicas. Sin
embargo se podria plantear que los animales Tph2” durante el desarrollo embrionario,
podrian estar expuestos al aporte de 5-HT proveniente de la madre lo que podria ser
suficiente para ejercer un rol tréfico durante la etapa fetal. En relacién a esto, se ha
determinado que un aumento en los niveles de 5-HT periférica se correlaciona con un

aumento en el cerebro, lo que apoya la idea de que puede cruzar la barrera
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hematoencefélica (Nakatani y cols., 2008). Por otra parte, crias obtenidas de ratones
knock-out para la Tphl, enzima encargada de la sintesis de 5-HT periférica, presentan
alteraciones en el desarrollo del cerebro, lo que ha sugerido que el aporte materno de 5-HT
controla la morfogénesis durante estados del desarrollo que preceden la aparicion de las
neuronas serotoninérgicas fetales (Cote y cols., 2007). Méas aln, una evidencia reciente
sefiala que la placenta es otra fuente de sintesis de 5-HT (Bonnin y cols., 2011).

Se ha demostrado en cerebro adulto que la reduccién de los niveles de 5-HT lograda por la
administracion por 4 dias de PCA produce una reduccién en las sinapsis monoaminérgicas
(Chen y cols., 1994) y en la densidad sinaptica en la capa molecular del giro dentado (GD)
(Wilson y cols., 1998). Estos cambios se acompafian por una reduccién en los niveles de
S100B (Azmitia y cols., 1992) y a su vez en los niveles de sinaptofisina y MAP2A (Azmitia
y cols., 1995;Whitaker-Azmitia y cols., 1995) marcadores de sinapsis y de dendritas
respectivamente. En resumen, estos antecedentes sugieren que una reduccion de los niveles

de 5-HT en el cerebro adulto produce una regresion hacia un estado inmaduro.

De acuerdo a estas evidencias, la 5-HT puede ser considerada como un factor diferenciador
durante etapas tempranas del desarrollo de sistema nervioso y que probablemente ademas
de sus acciones como neurotransmisor ejerce adicionalmente una accion trofica en el

cerebro adulto.

Receptores serotoninérgicos durante el desarrollo

Los receptores serotoninérgicos se han clasificado en 7 familias y la mayoria de éstos
corresponden a receptores acoplados a proteina G (Figura 1) que regulan positiva o
negativamente la adenilato ciclasa (AC); o bien permiten la activacion de la PLC,
resultando en la produccion de IP3 y diacilglicerol (DAG) (Mattson y cols., 2004). Se han
descrito 15 genes para los receptores de serotonina, clasificados como 5HTiar, 5HT2ac;
5HT3, 5HT,4, 5HTs, 5HTe, y 5HT,. A diferencia del receptor 5HT3 que es ionotrépico



(Mattson y cols., 2004), el resto de los receptores estan acoplados a distintos tipos de
proteinas Ga como por ejemplo el SHT; se asocia a ai/ao, el SHT, a aq y los subtipos
5HT,, 5HTs, 5HTey 5HT; a as (Albert y cols., 2001) (Figura 1 y Tabla 1). Ademas, tanto el
procesamiento alternativo o el editing de los transcritos generan a lo menos 20 receptores
de 5-HT adicionales con diferentes afinidades y funciones fisiologicas (Mattson y cols.,
2004). La funcidn de estos receptores se relaciona a una plétora de acciones fisiologicas y
patoldgicas entre los que se destaca la ansiedad, la depresion, la anorexia y esquizofrenia,

entre otras (Tabla 1).

Dada la diversidad de receptores a serotonina es que ha sido dificultoso precisar el rol de
cada receptor o en combinacion con otros sobre el desarrollo del cerebro. Mas aun, estudios
inmunohistoquimicos indican que miembros de cada familia de receptores estan expresados
tempranamente durante el desarrollo embrionario y son regulados dindmicamente durante
el desarrollo pre y posnatal. Existen diversas revisiones de la literatura que involucran a los
receptores serotoninérgicos en diversos procesos con énfasis en el probable uso terapéutico
(Tabla 1). Esta aproximacion se ha realizado en base a estudios farmacol6gicos y a la vez
mediante la generacién de animales knock-out para cada uno de los subtipos de éstos

receptores.
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Figura 1. Mirada integral de la sefializacion de la neurona serotoninérgica. La
serotonina se sintetiza desde el triptfano por accion de la triptofano-hidroxilasa 2 (Tph2) y
es metabolizada por la monoamino oxidasa (MAO) A luego de la liberacién y recaptacion a
través del transportador de serotonina (SERT). Los receptores serotoninérgicos se localizan
pre y post-sinapticamente en la neurona serotoninérgica. Los autorreceptores 5HTia Y
5H;g, se localizan sobre el cuerpo celular y terminales respectivamente, ademas el
autorreceptor 5HTs, también puede localizarse de esta forma. La mayoria de los tipos de
transduccion se muestra a nivel post-sinaptico y muchos de los receptores convergen sobre
vias de sefializacion especificas. Adaptado de Millan (Millan y cols., 2008).



Tabla 1. Receptores serotoninérgicos en el

cerebro humano:

distribucion, funciones putativas, y patologias relacionadas

Transduccion,

Receptor Sistema de Region del cerebro Funcién Interés clinico relacionado
5-HT transduccion humano Putativa
S5HT;, GPCR Nucleo del Rafe, hip,  Neurotransmision serotoninérgica Ansiedad/depresion
\I/AMPC, hipo, Ami, Cx, CPu, Termorregulacion, alimentacion, Desordenes
Proteina G Fcx estrés, dolor, estado del animo, neurodegenerativos
acoplado a emocion, cognicién, aprendizaje, Esquizofrenia
corriente de K* memoria
5HT;s GPCR SN/ATV, NAC, CPu, Neurotransmision serotoninérgica,  Ansiedad/depresion
\/ AMPc palidum ventral, Cx estado del dnimo, alimentacidn migrafia
5HT;p GPCR CPu, palidum ventral, Neurotransmision serotoninérgica,  Ansiedad/depresion
\V AMPc Fex estado del dnimo, alimentacidn migrafia
S5HT GPCR Cpu, hipo, Cx (é?) (é?)
\/ AMPc
S5HT,; GPCR Ce, Hip, Cx Estado del animo, emocion Migrafia
\/ AMPc
5HT,, GPCR Complejo dorsal Estado del animo, control Depresion, sindrome de
/]\ PLC vagal, Tal, CPu, Cx, respiratorio, alimentacion, Tourette’s, enfermedad de
Fcx nocicepcion alzheimer, anorexia,
bulimia, droga de abuso,
dolor
5HT,g GPCR Ce?, LS?, Hipo?, Cx? Desarrollo del cerebro? Droga de abuso
ANPLC Alimentacién? Ansiedad?
5HT, GPCR Plexus coroideo, ce, Estado del dnimo, impulsivilidad, Ansiedad/depresion,
/]\ PLC NDR, SN, Hipo, Ami, alimentacion, actividad locomotora  esquizofrenia, droga de
Hip, CPu, NAC, Cx abuso, obesidad
5HT; Conductancia Complejo dorsal Reflejo del vémito, estado del Nausea,
de iones (K, vagal, Hip, Ami, CPu animo Ansiedad/depresion
Na', ca®
5HT, GPCR Hipo, Hip, NAC, CPU Alimentacién, recompensa, Anorexia, droga de abuso,
/NAMPC cognicion enfermedad de alzheimer
S5HT;, GPCR Ce, Hipo, Tal, Hip, Cx  Ritmo circadiano, suefio, estado del Esquizofrenia?
/]\ AMPc animo, cognicion Ansiedad/depresion?
5HT, GPCR Hip, CPu, Cx, Cognicidn, aprendizaje memoria, Enfermedad de alzheimer,
/]\ AMPc tuberculo olfatorio alimentacion demencia, obesidad
5HT, GPCR Nucleo del Rafe, Estado del animo, suefio, cognicion  Ansiedad/depresion,
’I\ AMPC Hipo, Tal, Hip, Ami, dolor, migrafia esquizofrenia

Cx

NAC: Nucleo accumbens; Ami: amigdala; Ce: cerebelo; CPu: caudado-putamen; Cx:
corteza; NRD: nucleo del rafe dorsal; Fcx: corteza frontal; Hip: hipocampo; hipo:
hipotdlamo; SL: septum lateral; SN, sustancia nigra; Tal: talamo; ATV: area tegmental
ventral. Adaptado de Charnay (Charnay y cols., 2010) y Dutton (Dutton y cols., 2008).



1.2 Cascadas transduccionales relacionadas a la activacion de receptores serotoninérgicos

El énfasis de esta Tesis ha sido en torno a la relacion entre la activacion de receptores
serotoninérgicos y cambios morfoldgicos que estos pueden producir especialmente en
neuronas. De acuerdo a esto, sélo se describiran algunos de los receptores serotoninérgicos
que tienen relevancia en etapas del desarrollo del sistema nervioso y que al parecer inducen

cambios morfoldgicos en distintos tipos celulares.

Se ha demostrado que el transcrito del 5HT;a-R se detecta en el cerebro fetal de roedores
en el estadio E12, llegando a un nivel méximo en E15 para disminuir progresivamente a
niveles muy bajos justo previo al nacimiento (E20) (Hillion y cols., 1993). La expresion
temprana es principalmente a nivel del rafe y del hipocampo y estd transitoriamente
expresado en neuronas motoras y del cerebelo después del nacimiento (Miquel y cols.,
1994). Estudios in vivo han mostrado que la activacion de los 5HT;a-R estimula la
proliferacion de células progenitoras a nivel del hipocampo y la zona subventricular (Yan y
cols., 1997;Brezun y cols., 1999). Sin embargo, no se ha establecido si los progenitores
expresan este receptor o si el 5SHT;4-R ejercen un efecto tréfico indirecto a través de la
participacion de células gliales (Azmitia 2001).

El 5HT;a-R ha sido involucrado en la activacion de vias canonicas asociadas a la activacion
de receptores tipo tirosina quinasas (RTK) (Figura 2). La utilizacién de lineas celulares
transfectadas con el 5HT;4-R ha permitido dilucidar su participacion sobre la activacion de
distintas cascadas transduccionales a través del acoplamiento a diversas proteinas G que
permiten la activacion de proteinas efectoras como AC, fosfolipasas, regulacién de canales
i6nicos y activacién de las vias MAPK y PI3K-Akt. Se ha demostrado en distintas lineas
celulares (HEK293, HeLA, COS-7) que el 5HT;a-R al ser sobre-expresado media una
sefializacion a través de su acoplamiento a proteinas Gai/GO0, a través de una disminucion
de los niveles de AMPc, reduccion en la actividad de la PKA y una activacion de canales de
K"y Ca*" (ver Figura 2) (Fargin y cols., 1989;Cowen y cols., 1996;Garnovskaya y cols.,

1996). Existen antecedentes que indican que en el nucleo dorsal del rafe, los auto receptores



5HT;a se acoplan principalmente a Gia3 regulando la activacién de canales de potasio
(GIRK) y por ende disminuyendo la excitabilidad celular; en cambio los heteroreceptores
SHT1a presentes en estructuras como el hipocampo, se acoplan principalmente a Go0

regulando al GIRK y activando a la AC tipo Il (Mannoury la Cour y cols., 2006) (Figura 2).

La via Ras-Raf-MAPK regula importantes procesos celulares y también participa
promoviendo la formacion de dendritas (Kumar y cols., 2005). Por otro lado, la via
Ras-PI3K-Akt ha sido involucrada con la regulacion de la plasticidad sinéptica y formacion
de la memoria. Kumar y cols. en el afio 2005, mediante la expresion de mutantes
constitutivamente activas de Ras en neuronas de hipocampo de rata (P1-P2) a los 15 DIV,
observaron un incremento en el largo de ramificaciones dendriticas, puntos de términos y
tamafo del soma. Mediante un inhibidor farmacolégico de la MEK (U0126), proteina
blanco de las MAPK y LY294002 un inhibidor de la PI3K, observaron la inhibicion de los
efectos provocados por el mutante activo de Ras. Interesantemente, el incremento del
tamafo en el soma fue blogueado solo por el LY294002 y no por U0126. Estos autores
concluyen que ambas vias regulan cooperativamente el desarrollo de las dendritas y que la

via Ras-Raf-MAPK incrementa su complejidad (Kumar y cols., 2005).

Estudios desde hace més de dos décadas, asocid la activacion de las vias Ras-Raf-MAPK y
PI3K-Akt en células transfectadas con el 5SHT;a-R. Es asi que el estimulo con agonistas
serotoninérgicos promueven la activacion de las ERK, efecto prevenido tanto por la
utilizacion de antagonistas especificos del receptor como por el pre-tratamiento con toxina
pertussis; demostrando que la activacion de las ERK depende de una Gi o GO. Mas aun, se
ha demostrado que el tratamiento con secuestradores de calcio intracelular, inhibidores de
la PI3K y de la PLC especifica para fosfatidilcolina (PC-PLC), produce una disminucion de
la activacion de la ERK promovida por agonistas serotoninérgicos. Interesantemente, se ha

involucrado la participacion del complejo Py en la activacion de la ERK, tras la
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Figura 2. Vias transduccionales asociadas a la activacion del receptor serotoninérgico
5HT1a sobre-expresado en lineas celulares no neuronales. Se muestran las vias de
sefializacion para el 5HT1a-R descritas en células CHO (células derivadas de ovario de
hamster chino) y HEK293 (células embrionarias humanas de rifién). La activacion del
receptor reduce los niveles de AMPc a través de la inhibicion de la ACI, con la consecuente
disminucion en la actividad de la PKA; efecto mediado por Gaijo. En contraste, la co-
expresion del receptor con la ACII, promueve un aumento de la actividad de esta enzima,
incrementando los niveles de AMPc y activacion de la PKA; efecto mediado por By. La
liberacion de Py tras la activacion del receptor, promueve la fosforilacion de la ERK
mediante dos vias donde participan las proteinas Ras-Raf-MEK y PC-PLC. Ademés, el
aumento de la fosforilacion de la ERK tras la activacion del receptor promueve una
disminucion de la actividad de la Caspasa3; efecto mediado por la activacion del factor
transcripcional NFkB. Adicionalmente, se observa que mediante la activacion de receptor,
la via PI3K-Akt participa en la fosforilacion de la ERK.
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estimulacion del 5HT;a-R demostrado a traveés de un miniconstructo que actGa como

secuestrador de las subunidades By (Garnovskaya y cols., 1996) (Figura 2).

En cultivos primarios de hipocampo (fetos E18), la estimulacion con agonistas 5HT;a-R
activa la via PI3K-Akt (PKB), pero no la de las ERK (Cowen y cols., 2005). Se ha
determinado in vivo que el aumento en los niveles de 5-HT con fenfluramina induce la
fosforilacion en Ser® de la GSK-3p vy reduciendo su actividad; efecto dependiente de la
activacion del 5SHT14-R (Li y cols., 2004). En contraste se ha determinado, que agonistas
del 5HT,a-R reducirian la activacion de la via Akt (Li y cols., 2004), con la consecuente
reduccion en el estado de fosforilacion de la GSK-3 y por ende induciendo su activacion.
Hay que destacar que varias cascadas de sefializacion activan a quinasas como la PKA,
PKB, PKC, RSK que convergen sobre la GSK-3f reduciendo su actividad (Eldar-
Finkelman 2002). La GSK-3p regula a mdltiple factores de transcripcion vy
consecuentemente la expresion de distintos genes, contribuyendo a la regulacion de la
apoptosis y la sobrevida celular. Ademas, la actividad de GSK-3B participa en la
citoarquitectura (Frame y cols., 2001;Grimes y cols., 2001) puesto que inactiva a proteinas
que interactuan con el citoesqueleto de actina y tubulina como la B-catenina, MAPL1 y
CRMP2 (Hur y cols., 2010).

El receptor serotoninérgico 5HT; (5HT+-R) ha sido recientemente clonado. Mediante
analisis de inmunorreactividad se ha determinado la expresion de este receptor en estadios
tempranos posnatal (P2-P6), expresion que disminuye en periodos de mayor desarrollo
(Kobe y cols., 2012). Acoplado a la proteina Gs estimula la actividad de la AC (Shen y
cols., 1993) y se le han atribuido distintas funciones como su papel en el control del ritmo
circadiano, suefio, procesos cognitivos, dolor y migrafia asi como en la fisiopatologia de
desordenes siquiatricos como la depresion (Hedlund y cols., 2004) (Tabla 1). Se ha
sugerido que la modulacién del 5HT7-R produce efectos antidepresivos independientes de

cambios de la transmisidn sinaptica.
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Al igual que para el 5SHT14-R, la sobre-expresion en lineas celulares (HEK293, PC12) y el
estudio en neuronas, ha permitido determinar los efectores que participan tras la activacion
del 5HT+-R. El estimulo con agonistas serotoninérgicos en lineas celulares que sobre
expresan el receptor, promueve un aumento de los niveles de la ERK-p, efecto dependiente
de la participacién de PKA (Lin y cols., 2003), Ras y MEK e independiente de RAP
(Figura 3) (Norum Yy cols., 2003). Ademas en la linea celular PC12 transfectada con el
receptor, se ha demostrado que la estimulacion con un agonista del 5HT+-R, induce un
incremento de Ca®* citosélico que conlleva a una disminucién de los niveles de ERK-p,
efecto no observado en neuronas hipocampales (Lin y cols., 2003). Se ha descrito que el
estimulo con un agonista serotoninérgico no solo promueve un aumento de los niveles de
ERK-p sino también de Akt-p, efecto dependiente de la PI3K, Ca** y AMPc (Johnson-
Farley y cols., 2005).

En células de cultivos primarios hipocampales maduros (12-16 DIV), se ha observado que
el estimulo con un agonista serotoninérgico aumenta los niveles de ERK-p (Errico y cols.,
2001). Sin embargo hasta la fecha no se ha reportado una asociacién entre el 5SHT-R y la
via PI3K-Akt.
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Figura 3. Vias transduccionales asociadas a la activacion del receptor serotoninérgico
5HT; sobre-expresado en lineas celulares no neuronales. Se muestran las vias de
sefializacion para el 5HT;-R descritas en células HEK293. El estimulo del receptor
promueve, a través de Py, un aumento en la actividad de la ACIV lo que conlleva a un
incremento de los niveles de AMPc y activacion de PKA, la que a su vez estimula a la
ERK. Por otro lado, By promueve un aumento de la fosforilacion de la ERK, a través de la

activacion de las proteinas Ras y MEK.
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1.3 Receptores serotoninérgicos vy cambios en la morfoldgia neuronal

La 5-HT induce la diferenciacion en cultivo de las células gliales al promover cambios
morfologicos de célula madura e induciendo la secrecion de la proteina S100pB, la cual
posee un sin nimero de funciones entre ellas promover la extension de neuritas (Whitaker-
Azmitia y cols., 1990).

Se ha reportado una disminucion en la arborizacion dendritica en animales mantenidos con
una dieta baja en triptofano (Gonzalez-Burgos y cols., 1996). A su vez, se ha demostrado
que la deplecion de serotonina mediante la administracion de PCA en un periodo posnatal
temprano (P3) produce una reduccion en el largo dendritico y la densidad de espinas de las
neuronas granulares del hipocampo (Yan y cols., 1997). Estos efectos pueden ser
prevenidos tras la administracion de agonistas del 5HT14-R (Yan y cols., 1997), por lo cual
se le adscribe a este receptor un rol fundamental en la morfologia hipocampal.

Sin embargo, hasta la fecha no se ha dilucidado la relacion entre receptores
serotoninérgicos y regulacion de la morfologia neuronal. En el estudio realizado en linea
celular de neuroblastoma de raton, que expresan endégenamente el 5HTa-R, el estimulo
con agonistas serotoninérgico promovié un aumento en el nimero y largo de neuritas,
efecto bloqueado por un antagonista especifico del receptor. Interesantemente, la
sobre- expresion del 5SHT14-R en estas células, provocé un aumento de neuritas en ausencia
del agonista, sugiriendo un activacion constitutiva del receptor suficiente para inducir
cambios morfoldgicos (Fricker y cols., 2005). Por otro lado, el estudio de Ferreira y cols.,
en el afio 20010 mostrd que el estimulo con 5-HT en células hipocampales de raton,
produce una disminucion en el nimero de dendritas terciarias (Ferreira y cols., 2010). Estos
antecedentes en conjunto sugieren la participacion del 5HT;a-R en la regulacion de la

morfologia neuronal.

La aplicacién de 5-HT a neuronas sensoriales de la Aplisia provocan aumentos en los

terminales axonales (Daubert y cols., 2010), indicando que este neurotransmisor puede
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provocar cambios a través de cascadas que involucran remodelamiento del citoesqueleto.
Por otra parte, el 5SHT15-R esta localizado fundamentalmente en los axones y se ha sugerido
que estos receptores mediarian la inhibicion de la ramificacion de los axones de

talamo-corticales que forman parte de la via visual (Upton y cols., 2002).

En neuronas hipocampales de raton la activacion de 5HT;-R enddgenos aumenta
significativamente el largo de las neuritas (Kvachnina y cols., 2005). Estos antecedentes

sugieren que el 5HT7-R regula la citoarquitectura neuronal (Nandam y cols., 2007).

Por otro lado, existen antecedente de otros receptores serotoninergicos y regulacion de la
morfologia. Es asi que el acoplamiento entre el receptor 5-HT4 (SHT4-R), la proteina Gal3
(Kvachnina y cols., 2005), y la activacion de RhoA promueve la retraccion de las neuritas
en células de neuroblastoma (NIE-115) (Kvachnina y cols., 2005). Concordante con este
hallazgo, la Gal2 y Gal3 (Strathmann y cols., 1991) participan en la formacion de fibras
de estrés en células de fibroblasto de raton (3T3) (Buhl y cols., 1995) y en células PC12
promueven la retraccion de neuritas (Katoh y cols., 1998). Las proteinas Rho GTPasas son
efectores de la sefializacion de Gol2, y mediante el acoplamiento a proteinas efectoras
como LIMK y cofilina, regulan la polimerizacion de la actina (Arber y cols., 1998;Hall
1998;Yang y cols., 1998) rol importante en la regulacion del citoesqueleto neuronal. La
estimulacién a través de agonistas selectivos de los receptores 5HT, y 5HT7 en neuronas
hipocampales, resulta en distintos cambios morfolégicos. Asi, la estimulacion del 5SHT,4-R
disminuye el largo y nimero de neuritas; mientras que agonistas del 5HT+-R provoca su
extension. Se ha observado un alto grado de localizacién entre 5HT4-R/Gal3 y
SHT7-R/Gal2; sugiriendo una base molecular para las acciones diferenciales de la 5-HT
sobre la morfologia celular (Kvachnina y cols., 2005). Sin embargo, los eventos

moleculares asociados a estos cambios morfoldgicos ain no han sido precisados.
De acuerdo a lo anterior, resulta clave determinar si la serotonina promueve cambios

morfoldgicos dependiendo de los subtipos de receptores involucrados y su relacion a ciertas

cascadas transduccionales.
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De todos los antecedentes presentados, aquellos mas relevantes son:

e La 5-HT es un neurotransmisor que se expresa en etapas tempranas en el desarrollo del
SNC.

e La 5-HT regula importantes fendbmenos neuronales tales como, conectividad neuronal
durante el desarrollo, migracion celular y la citoarquitectura.

e La disminucién de 5-HT mediante estrategias farmacol6gicas durante el desarrollo
embrionario produce efectos a largo plazo, como disminucion del peso del cerebro de
fetos y disminucion de la complejidad dendritica. En cerebro adulto produce una
disminucion de la sindpsis monoaminérgica y densidad sinéptica en la capa molecular
del GD en el hipocampo.

e Mediante estudios inmunohistoquimicos, se ha detectado la expresion temprana de los
receptores 5HT;a Y 5SHT+, lo que sugiere un rol importante en el desarrollo del SNC.

e Los receptores 5HT;ao y 5HT; han sido estudiados en diferentes lineas celulares
demostrando su acoplamiento a vias transduccionales tales como PI3K y MAPK,
asociadas a plasticidad celular. Sin embargo, estos estudios no coinciden del todo con lo
descrito en neuronas.

e En linea celular de neuroblastoma de ratdn, agonistas serotoninérgicos aumentan el
namero y largo de neuritas, efecto asociado al 5SHT4-R.

e El estimulo con 5-HT en células hipocampales de raton, produce una disminucién en el
namero de dendritas terciarias, sugiriendo una relacion entre el 5HT14-R y la morfologia
neuronal.

e La via de las Rho GTPasas regulan el citoesqueleto a través de la modulacién de la
cofilina. Gal2 y Gal3 son efectores de esta via y receptores serotoninérgicos tales como
el 5HT4- R y 5HT+-R acoplados a estas proteinas producen efectos opuestos sobre el

crecimiento neuritico, aunque que no se ha precisado cuales son sus efectores rio abajo.

De estas evidencias llama particularmente la atencion el papel de la neurotransmision
serotoninérgicas sobre la neuroplasticidad, especificamente sobre la regulacién de la

morfologia neuronal.
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HIPOTESIS
Agonistas de los receptores 5HT;a Yy 5HT; activan vias transduccionales que modulan el
citoesqueleto, efectos que se asocian a cambios morfolégicos de neuronas hipocampales en

cultivos
OBJETIVOS
1. Determinar en neuronas hipocampales con distinta madurez, el efecto de agonistas
de los receptores serotoninérgicos 5HT1a Y 5HT7 sobre proteinas que participan en
vias transduccionales, que tienen como blanco el citoesqueleto de microtibulos y de

actina, como Akt-GSK-3p3, ERK y cofilina, respectivamente.

2. Determinar el efecto de agonistas de los receptores serotoninérgicos 5SHT1a y 5SHT;

sobre la morfologia de neuronas hipocampales con distinta madurez.
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4.  MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos generales

e BioRAD Laboratories (CA, EE.UU.): azul de bromo fenol, persulfato de amonio,
Bis, N, N’-metilen-bis-acrilamida, acrilamida.

e Merck (Darmstadt, Alemania): Tris-HCI, KCI, MgCl,, NaCl, SDS, etanol absoluto (p.a.),
Na,HPO,, KH,PO,4, NaHCOs, ditiotreitol, glicerol, acrilamida, glicina, Tween 20, &cido
borico, glucosa.

e Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE.UU.): Rojo Ponceau, HEPES, EGTA, Tris-HClI,
NasP,O7, NaF, NazVO,, Triton X-100, Pipes, paraformaldehido, albumina de suero de
bovino, EDTA.

e Winkler (E.E.U.U): Tris-base.

e Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.): TEMED.

¢ J.T Baker: Glutaraldehido al 25%.

e Roche (Basilee, Suiza): Coctel inhibidor de proteasas 25X.

e Termo Scientific (Waltham, MA, E.E.U.U): Estandar de masa molecular para geles de

poliacrilamida.

4.2  Animales
Para el desarrollo de este estudio, se utilizaron fetos de ratas Sprague-Dawley en estado de
desarrollo con 18 dias de gestacion (E18), obtenidas del Bioterio de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile. Los experimentos con animales fueron aprobados por
el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
de Chile y por el Comité Asesor de Bioética de FONDECYT asociada al proyecto
1080489.
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4.3 Cultivo primario de neuronas hipocampales

Los cultivos se realizaron de acuerdo a protocolos establecidos en nuestro laboratorio
(Fiedler y cols., 1994) y modificados en esta Tesis. Brevemente, ambos hipocampos fueron
disecados desde los cerebros de ratas con E18. El tejido se sometid a digestion enzimatica
en una solucidn de tripsina al 0,5% (Biological industries, Israel) y Hank 1x (Hepes 1mM,
NaCl 8 mM, KCI 5 mM, glucosa 5 mM, KH,PO, 0,44 uM) durante 15 min. Posteriormente
la digestion se detuvo con 1 ml de DMEM (Sigma-Aldrich, St Louis MO, E.E.U.U)
suplementado con suero bovino fetal al 10 % (Hyclone), Glutamax ™ 2 mM Gibco,
Invitrogen E.EU.U.), piruvato de sodio 1 mM (Sigma-Aldrich, St Louis MO, E.E.U.U) y 50
Ul/mL de penicilina-estreptomicina (Gibco, Invitrogen E.EU.U.) y se centrifug6 a 235 x g
durante 4 min. El sedimento se resuspendié con una pipeta pasteur en DMEM para
disgregar las células. Posteriormente para ensayos de Western blot, las células se sembraron
1x10° y 250.000 células sobre placas de petri de 60 mm pretratadas con poli-D-lisina
0,1 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, E.E.U.U). Para ensayos de inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia, se sembraron 80.000 células en placas de petri de 35 mm con cubre
objetos de 12,5 mm pretratados con poli-D-lisina 0,1 mg/mL. Las células utilizadas para
Western e inmunofluorescencia, se mantuvieron durante 2 h en medio DMEM con suero al
10% en un incubador con 5% CO, y mantenido a 37°C. Posteriormente, el medio se
reemplazd completamente por Neurobasal™, que es un medio adecuado para el
crecimiento de neuronas embrionarias hipocampales de rata (Gibco, Invitrogen E.EU.U.).
Este medio se suplementé con B27 1% (Gibco, Invitrogen E.E.U.U.), Glutamax ™ 2 mM,
piruvato de sodio 1 mM y 50 Ul/mL de penicilina-estreptomicina. Para inhibir el
crecimiento glial, luego de 2 dias de cultivo, se agregd una mezcla del inhibidor de mitosis
5-fluoro-2-deoxiuridina/uridina  (Sigma-Aldrich, St Louis MO, E.E.U.U) a una
concentracion final de 4,4 UM y mantenido durante 24 h y posteriormente se remplaz6 por
medio fresco. En la Figura 4, se muestran neuronas de 8 DIV en presencia o ausencia del
inhibidor de mitosis, destacandose que en primer caso el cultivo estd compuesto

mayormente por neuronas (Figura 4).
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4.4

Estrategia farmacoldgica utilizada

Las células fueron incubadas por 5-60 minutos (Western blot) 6 24 horas (evaluacion de la
morfologia neuronal) con serotonina y el agonista de receptores 5HT1o y 5HTy
8-hidroxi-N,N-dipropil-2-aminotetralin (8-OH-DPAT) (Sigma-Aldrich, St Louis MO,
E.E.U.U). Para discernir los efectos provocados por la activacion de los receptores
serotoninérgicos, se utilizaron los antagonistas especificos WAY-100635 (Sigma-Aldrich,
St Louis MO, E.E.U.U), para el 5SHT14-R y SB269970 (TOCRIS bioscience) para el
receptor 5SHT+-R. Los farmacos utilizados se agregaron a las células en medio neurobasal
(Figura 5). En la Tabla 2 se muestran las Ki de los farmacos para cada receptor.

FURD/Uridina MAP2A HOESCHT SUPERPOSICION

Figura 4. Imagenes representativas de los cultivos de neuronas de hipocampo de rata
E18 a los 8 DIV con y sin inhibidor de mitosis. Se sembraron 80.000 células en placas de
35 mm con cubre objetos de 12,5 mm previamente tratados con poli-D-lisina. El inhibidor
de mitosis se agregd al medio a los 2 DIV por 24 h, posteriormente se cambio por medio
fresco. En la figura se muestran fotografias capturadas en un microscopio de
epifluorescencia (Zeiss, Axioscop 20, Alemania) utilizando un objetivo de 40X. Se observa

inmunofluorescencia para MAP2A (marcador dendritico) y Hoechst (marcador nuclear). La
barra representa 50 pum.

4,4 uhM

(+)

(-)
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Tabla 2. Constantes de inhibicion (Ki) de agonistas y antagonistas serotoninérgicos
utilizados.

Tiempo de
Ki 5HT,;, Ki5HT; Concentraciones Tiempo de estimulo para el
nM nM Utilizadas estimulo para estudio

nM western (min) morfoldgico (h)
5-HT 1 1 100 5,10, 15 24
80OH-DPAT 10 52 10-100 5-60 24
WAY-100635 10 672 1000 5,10, 15 24
SB269970 1000 1,3 1000 5,10, 15 24

La tabla muestra las concentraciones de los farmacos utilizados y los tiempos de
estimulacion para cada experimento. (Forster y cols., 1995;Hagan y cols., 2000;Wood y
cols., 2000;Thomas y cols., 2002).

WESTERN BLOT

I INMUNOFLUORESCENCIA I

1 |

| WAY-100635 1M | | SOH-DPAT/SHT 0,1 M | | $B269970 1pM |

) 7 1 | 4

| Estimulo a los 2 DIV y 7 DIV I

Pt S
I.'. e 0y,
Q) 1)

Cultivo primario de neuronas hipocampales E18

Figura 5. Resumen de la estrategia farmacoldgica utilizada en cultivos primarios de
neuronas hipocampales. Los antagonistas serotoninérgicos WAY-100635 y SB269970 se
agregaron 30 min antes del estimulo realizado con el agonista SOH-DPAT. Para determinar
la participacion de los receptores 5HT1a y 5HT; sobre la activacion de las cascadas
transduccionales de interés, las células (2 y 7 DIV) fueron estimuladas durante 5-60 min
para Western blot y por 24 h para el estudio de la morfologia neuronal mediante
inmunofluorescencia.
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4.5

4.6

Obtencion de extractos neuronales

La determinacion de los niveles de proteinas y las variaciones relativa en sus estados de
fosforilacion se realizO de acuerdo a protocolos estandarizados en el laboratorio.
Brevemente, las células luego de ser sometidas a los diferentes estimulos, fueron
homogenizadas a 4°C en 150 pL de tampon de lisis (Tris HCI 50 mM pH = 7, NaCl 150
mM, EGTA 0,1 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 0,5 mM, NazvVO, 0,1 mM, NaF 0,02 mM,
NasP,0; 0,025 mM, Triton X-100 1,0%) y en presencia de una mezcla de inhibidores de
proteasas (extracto de pancreas 0,8 pg/mL, termolisina 20 ng/mL, quimiotripsina 8-80
ng/mL, tripsina 8-80 ng/mL y papaina 13,2 pg/mL; Roche, Basilea, Suiza). Las muestras
fueron sonicadas (Transsonic Digital D-78224 SinGen/HTW, ELMA, Alemania) a 4°C
durante 5 min y luego centrifugadas (Labofuge 400, Heraeus Instruments, Alemania) a
21.380 x g durante 30 min a 4°C y se descarto el sedimento. En el sobrenadante se realizo
la cuantificacion de las proteinas mediante un kit (Pierce BCA Protein assay Kkit, IL.
EE.UU.), que se basa en el método del &cido bicinconinico (Sapan y cols., 1999) en
microplacas y que usa suero bovino albumina (BSA) como estdndar y se midio la
absorbancia a 562 nm. Una vez conocida la concentracion de proteinas, las muestras se
desnaturaron en una relacion 3:1 con un tampon de carga (concentracion final de: Tris 250
mM pH 6,8, SDS 5%, glicerol 6,7% v/v, DTT 0,512 mg/mL, azul de bromo fenol 13,33
mg/mL). Finalmente, las muestras se alicuotaron e hirvieron a 100°C durante 10 min y por
ultimo las muestras se congelaron a -80 °C para su analisis mediante Western blot.

Electroforesis y Western blot

Las proteinas se resolvieron en un gel de poliacrilamida-SDS, utilizando un gel
concentrador compuesto por 5% de acrilamida/bis-acrilamida (29:1), SDS 0,1%, Tris 125
mM a pH 6,8 y el gel separador por Tris 375 mM pH 8,8; SDS 0,1% y 12% o0 15% de
acrilamida/bis-acrilamida (29:1). La electroforesis se realizO en una cémara de
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electroforesis (Mini  Protean Ill, BioRad, EE.UU.) siendo el tampon de corrida
Tris 2,5 mM, SDS 0,01%, glicina 19 mM. Luego se realiz6 la electrotransferencia de las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa de poro de 0,2 um (proteinas > 40 kDa) o PVDF
de poro 0,2 um (proteinas < 40 kDa como la cofilina) (BioRad, EE.UU) en una celda de
transferencia mini Trans-blot. Como tampén de transferencia se utilizo glicina 19 mM, Tris
2,5 mM en metanol 20%. La transferencia se llevo a cabo en una fuente con hielo
(aproximadamente a 4°C). Como control de transferencia, las proteinas se tifieron con una
solucion de rojo Ponceau al 0,2%. Posteriormente las membranas se lavaron
exhaustivamente con PBS 1X con 6 sin Tween 20 (PBS-T) o TBS 1X con 6 sin Tween 20

(TBS-T), dependiendo de las proteinas a evaluar.

Mediante esta técnica se determinaron los niveles de las proteinas de interés, el grado de
fosforilacion tanto en estado basal como luego de la adicion de los agonistas y antagonistas
serotoninérgicos. La membranas se bloquearon e incubaron toda la noche con anticuerpos
especificos para la Akt, GSK-3p, cofilina, ERK (formas fosforiladas y total) y de los
receptores 5HT1a y SHT7. Al dia siguiente se lavaron e incubaron por 2 h con agitacion a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a
peroxidasa de rabano. En la Tabla 3 se resumen los anticuerpos y las condiciones utilizadas
para la determinacién de cada proteina. Las membranas se lavaron e incubaron con el
reactivo de quimiolumoniscencia durante 1 min (PerkinElmer, Massachusetts, E.E.U.U).
Las bandas obtenidas en los films fotograficos BioMax (Kodak) se analizaron mediante
densitometria con el programa UN-SCAN-IT gel, Automated Digitizing System Version
4,1 Windows usando un escaner ColorPage-HR6X, Genius. Para determinar cambios
semicuantitativos, los niveles de las proteinas se normalizaron respecto a los niveles de

[-actina.
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Tabla 3. Anticuerpos y condiciones utilizadas para la determinacion de las proteinas
por Western blot.

Proteina Anticuerpo 1° Dilucion Solucién de bloqueo e Solucion de
Peso Marca Huésped . . L
, Anticuerpo 1° incubacién lavado
molecular # catalogo P

Anti-5HT, Leche 3 % TBS-1X-T0,1%
Abcam Conejo 1:250 TBS-1X-T0,1%

5HT,

50 kDa Leche 1 % TBS-1X-T0,1%

Ab13898

AKT Anti-AKT Santa

60 kDa SC-8312

Anti-GSK3p
GSK-3p Santa cruz Ratén 1:500 Leche 1% TBS-1X-T0,1%  TBS-1X-T0,1%
47 kDa SC-7291

Cofilina Anti-Cofilina . . .
Cytosque'eton Conejo 1:8000 LeChe 3% TBS'lX'TO,l ) TBS'lX'TO,l )
19 kDa AFCFLO02

Anti-ERK-P
ERK-p Cell signaling  Conejo 1:1000 Leche 3 % PBS 1X PBS1X
42/44 kDa 4377

24



4.7

Inmunocitoguimica

Las células mantenidas en cubre objetos se fijaron y permeabilizaron de acuerdo a
protocolos establecidos (Witte y cols., 2008). Brevemente, las neuronas previamente
cultivadas (3 y 8 DIV) se fijaron y permeabilizaron simultdneamente a 4°C durante 15 min
en glutaraldehido 0,25%, paraformaldehido 3,7%, sacarosa 3,7% y Triton X-100 0,1%
disuelto en medio PHEM (Pipes 60 mM, Hepes 25 mM, EGTA 5 mM y MgCI 1 mM, pH
6,9). Para reducir la autofluorescencia de las células, se agregd NH;Cl 50 mM durante 5
min. Posteriormente, las neuronas se incubaron en solucién de bloqueo al 100% durante 1 h
a temperatura ambiente (PBS 1X, suero bovino fetal al 2%, albumina de suero de bovino al
2% Yy gelatina de pescado (Sigma-Aldrich) al 0,2%). El anticuerpo primario se agregé en
solucion de blogueo al 10%. Para la deteccion de los receptores en las neuronas, se
realizaron doble inmunofluorescencia con anti-5HT;a 0 anti- 5SHT7 y tubulina acetilada o
MAP2A. Para el estudio de la morfologia neuronal se utiliz6 tubulina acetilada a los 3 dias
in vitro (DIV) (marcador de microtibulos estables) y como trazador dendritico la
marcacion con anti-MAP2A a los 8 DIV, junto a Faloidina-rodamina que se une a la
F-actina. Luego de la incubacién de las células con el anticuerpo primario toda la noche, las
celulas se lavaron e incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario fluorescente respectivo (Tabla 4). En el caso de requerir doble
inmunofluorescencia, después del anticuerpo secundario se incubd con un segundo
anticuerpo primario y posteriormente se continudé con el mismo procedimiento anterior.
Para el estudio de la morfologia se utilizé faloidina-rodamina por 30 minutos (1:500,
Invitrogen). Finalmente los ndcleos se tifieron con Hoechst 33342 (Molecular Probes,
Oregon, Canada) 0,5 pg/mL por 5 min. Posteriormente las células se lavaron y montaron
sobre un porta objeto con medio para fluorescencia (Dako Mounting Medium, Sigma-
Aldrich). En la Tabla 4 se resumen las condiciones utilizadas en la técnica de

inmunofluorescencia.
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Tabla 4. Anticuerpos utilizados para inmunocitoquimica.

Anticuerpo 1°

Anticuerpo 2°

Proteina Marca Huésped dilucién Marca
# catalogo # catélogo
Anti-5HT 1 A'f"g ‘Zgr‘]’g.‘éss
5HT A Santa cruz Cabra 1:50 M Ig I , b
SC-10801 olecular probes
A11008
Anti-5HT, Alexa fluor 433
5HT, Santa cruz Cabra 1:50 9 |
SC-28963 Molecular probes
A11008
Anti-MAP2A A'el’;aGf ';’a‘:gr?eg
MAP2A SlgmMaZ:ggrlch Burro 1:1000 Molecular probes
A10037
. Alexa fluor 568
. Anti-tub ac .
Tubulina Sigma-Aldrich  Burro 1:20000 1gG raton
Acetilada T7451 Molecular probes
A10037
Anti-MAP2A Alexa fluor 168
MAP2A SlgmMaZ:ggrlch Cabra 1:1000 Molecular probes
A11001

4.8 Cuantificacion del largo y nimero de neuritas/dendritas y analisis de Sholl.

El objetivo fue observar los efectos de agonistas serotoninérgicos sobre la complejidad de
neuritas y dendritas y su prevencion mediante el uso de antagonistas especificos. A los 2 y
7 DIV, las células se estimularon durante 24 horas con los agonistas serotoninérgicos y para
detectar la especificidad, los antagonistas fueron agregados 30 min previos a la adicion del
agonista. Posteriormente, las células se fijaron y permeabilizaron de acuerdo al protocolo
descrito anteriormente. Se realiz6 inmunocitoquimica con un anticuerpo monoclonal para
tubulina acetilada 6 MAP2A y tincion con faloidina-rodamina y marcador nuclear Hoechst
(azul). Para determinar los cambios morfoldgicos, se determind el nimero de neuritas y
dendritas primarias, secundarias y terciarias mediante imagenes obtenidas a través de un

microscopio confocal DSU (Olympus 1X81, Japdn) y las fotografias se tomaron con una

magnificacion de 40 X (Figura 6).
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4.9

Los criterios utilizados para la seleccion de células a analizar fueron que éstas presentaran:
(1) morfologia neuronal, (2) neuritas y dendritas definidas, (3) conos de crecimiento sin
contacto con otras células, para evitar la interferencia en los andlisis y (4) caracteristicas de

célula viva (adhesidn, ausencia de cuerpos apoptoticos, etc).

Andlisis de imagenes

Una vez obtenidas las fotografias, estas se procesaron en el programa Imagel (NIH,
rsh.info.nih.gov/ij) para obtener la imagen fusionada de las tres sefiales correspondiente a la
emision de cada fluoréforo. A través de la tincion nuclear se pudo verificar que las sefiales
correspondian a una sola neurona, mientras que la tincion de los filamentos de actina
(faloidina-rodamina, sefial roja) permitié una mejor aproximacion al largo verdadero de las
proyecciones, al poder visualizar el cono de crecimiento. Para reconocer las neuritas y
dendritas se utiliz6 tubulina acetilada y MAP2A mediante inmunofluorescencia indirecta,
utilizando un anticuerpo secundario Alexa Fluor (verde) (Figura 6). La cuantificacion del
largo de neuritas y dendritas se realizd a través del programa NeuronJ. Para hacer un
analisis “doble ciego”, se tomaron las siguientes precauciones: (1) las imagenes se
renombraron aleatoriamente a través del programa BlindTreatment.jar (Popko y cols.,
2009), el que fue proporcionado por la Dra. Lorene Lanier (Universidad de Minnesotta,
E.E.U.U.) y (2) La obtencién de las imagenes y su cuantificacion en NeuronJ se realizaron
por distintas personas. Luego del trazado de las proyecciones a través de NeuronJ, se
determiné la variacion en el largo y en el nUmero de neuritas y dendritas, a traves de la
exportacion de los datos desde NeuronJ a Microsoft Excel. Asimismo, a partir de estos
datos fue posible generar un andlisis de Sholl (Sholl 1953), utilizando un “esqueleto” de la
imagen original. Para este fin se usé el programa Bonfire 1.0 (Bonnie Firestein Lab. Sholl
Analysis Software, Universidad de Rutgers, E.E.U.U.), desarrollado para el software
MATLAB 7.0 (MathWorks) (Langhammer y cols., 2010). Se requirio también del uso del
programa NeuronStudio 0.9.92 (CNIC, Mount Sinai School of Medicine, E.E.U.U.) para la

definicion precisa de puntos de ramificacion y puntos de término (Figura 7).
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A)

C)

<
Tracing Cluster Type Length [um] Largo dendritico  # dendritas Promedio
N17 Cluster 06 Primary 14,021 Primarias < 40 14,021 1 14,021
N13 Cluster 05 Primary 46,231 Primarias > 40 334,501 5 66,900
N9 Cluster 03 Primary 62,11 Total primarias 348,522 6 58,087
N1 Cluster 01 Primary 72,135
N6 Cluster 02 Primary 74,831 Secundarias < 20 60,204 5 12,041
N11 Cluster 04 Primary 79,194 Secundarias > 20 259,230 5 51,846
N16 Cluster 05 Secondary 6,481
N8 Cluster 02 Secondary 8,039
N12 Cluster 04 Secondary 8,147
N10 Cluster 03 Secondary 18,135
N7 Cluster 02 Secondary 19,402
N14 Cluster 05 Secondary 32,125
N5 Cluster 01 Secondary 38,635
N15 Cluster 05 Secondary 39,743
N2 Cluster 01 Secondary 41,519
N3 Cluster 01 Secondary 107,208
N18 Default Soma 57,312

Figura 6. Cuantificacion del largo y nimero de neuritas/dendritas de neuronas hipocampales.
(A) Las neuronas son fotografiadas en un microscopio confocal DSU y los canales son integrados
en el programa Imagel. (Fluorescencia roja: faloidina-rodamina, fluorescencia verde: tubulina
acetilada o MAP2A, fluorescencia azul: Hoechst). (B) A traves del programa Neuron J las neuritas
y dendritas son trazadas, diferenciandolas en primarias (rojo), secundarias (azul) y terciarias
(amarillo). (C) Los datos (a la izquierda) son exportados a una hoja de calculo de Microsoft Excel
2007, donde son calculados el largo dendritico total, el nimero de dendritas y el largo dendritico
promedio (a la derecha). La imagen presentada en este esquema pertenece al grupo control.
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4.10

Una vez finalizado el procedimiento, se entregaron los resultados tabulados en hojas de
calculo de Microsoft Excel para su posterior andlisis gréafico. En la Figura 8 se muestra el

diagrama de flujo en que los resultados son obtenidos.

Andlisis estadistico

En el analisis de niveles de proteina por Western, cada experimento fue realizado a lo
menos tres veces, cada uno de ellos duplicado o triplicado. En el caso de comparar entre
controles y condicion experimental, se utilizo el test de t para datos pareados. En el caso de
multiples comparaciones, los datos se analizaron mediante el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunns. En la cuantificacion de los cambios
morfologicos promovidos por los agentes farmacoldgicos, el numero experimental (n)
correspondio6 al numero total de neuronas analizadas proveniente de a lo menos 2-3 cultivos
independientes. Los datos segun su distribucidn se analizaron mediante el test de Student de
dos colas o por el test de ANOVA de una via junto con el post-test de Bonferroni. Se utilizo
el programa computacional estadistico GraphPadPrisma 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA).

29



A) B)
i i
j S
Distancia
) desde el
soma 198067607
0 6
10 7
# Puntos de
20 11 Ramificacion
# Puntos de
30 9 Término
40 8
50 6
60 5
70 3
80 2
90 1
100 1

Figura 7. Analisis de Sholl de neuronas hipocampales. (A) Las neuronas son
fotografiadas en un microscopio confocal DSU vy los canales son integrados en el programa
ImageJ. (Fluorescencia roja: faloidina-rodamina, fluorescencia verde: tubulina acetilada o
MAP2A, fluorescencia azul: Hoechst). Posteriormente las dendritas son trazadas en el
programa NeuronJ (B) A través del programa NeuronStudio los trazos realizados para las
neuronas son revisados para establecer la presencia de puntos de ramificacién (branching
points) y puntos de término (ending points) (C) Utilizando el programa Bonfire (en
MATLAB 7.0) se analiza la informacién proveniente del programa NeuronStudio y se
realiza el anélisis de Sholl. (D) EI nimero de intersecciones por circulo es exportado a una
hoja de calculo de Microsoft Excel 2007, junto con el nimero de puntos de ramificacion y
término. La imagen presentada en este esquema pertenece al grupo control.
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Figura 8. Resumen de la estrategia utilizada para el analisis de iméagenes y
determinacion de cambios morfolégicos. Diagrama de flujo que resume los pasos del
procesamiento y andlisis de imagenes para la cuantificacion de los parametros evaluados y
determinacion de la complejidad dendritica.
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5.1

RESULTADOS

Caracterizacion de la morfologia de neuritas a los 3 DIV

Con la finalidad de caracterizar la evolucion morfoldgica de las neuronas hipocampales
durante los dias de cultivo se procedio a fijar las neuronas e identificar las neuritas
mediante la inmunotincion de un marcador de microtubulos estables como lo es la tubulina
acetilada. Esta inmunotincion permite observar la morfologia completa de la neurona, por
lo que se tomaron las precauciones necesarias para analizar solo neuritas sin considerar el
axon.

Las neuronas en cultivo inician un proceso de maduracion que se traduce en cambios
morfoldgicos que pueden ser observados durante 6 estadios (Figura 9). Durante los estadios
1-2 se observan neuronas no polarizadas con proyecciones del tipo lamelipodios que se
convierten en pequefias neuritas inmaduras. En el estadio 3, que ocurre entre 24-48 h de
cultivo in vitro, una de las neuritas, la cual eventualmente se convertird en el axén, se
elonga rapidamente produciendo el primer signo morfologico de la polaridad neuronal
(Tahirovic y cols., 2009). En la definicion y crecimiento axonal la fosforilacion de la
GSK-3f se constituye como una etapa importante (Yoshimura y cols., 2005). De hecho, en
esta Tesis se observa un incremento significativo en el estado de fosforilacion en ser’ de la
GSK-3pB a las 72 h de cultivo, quinasa rio abajo de la Akt; efecto acompafiado de un
aumento no significativo de la fosforilacion en Ser*’®de la Akt (Figura 10). Durante el

estadio 4, las neuritas se elongan lentamente para transformarse en dendritas. En el estadio
5, que se observa a tiempos posteriores de una semana de cultivo, ocurre una polarizacion
funcional de axones y dendritas incluyendo la formacion de la sinapsis (Figura 9). En el
estadio 6, que se obtiene por sobre las 2 semanas del cultivo, el axén y las dendritas se
elongan y se vuelven altamente ramificadas y aparecen las estructuras altamente
especializadas denominadas espinas dendriticas (MacLaurin y cols., 2007). De acuerdo a la
morfologia observada en los cultivos a los 3 DIV mediante inmunofluorescencia para
tubulina acetilada, estos se encuentran entre los estadios 3 y 4, lo que permiti6 discernir

entre el axon y las neuritas.
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Estadio | 2 3 4 5

Dias de cultivo / , /
in vitro 02 05 15 ~4 7.9

Figura 9. Estadios del desarrollo de neuronas hipocampales en cultivo. Se observan
cinco estadios neuronales. En el estadio 1 las células se adhieren a la matriz y forman
lamelipodios. En el estadio 2, se forman protrusiones dinamicas menores (neuritas). En el
estadio 3, una de las neuritas se convierte en axon, que elonga rapidamente. En el estadio 4
ocurre el crecimiento dendritico y en el estadio 5 su ramificacion. A mayores dias del
cultivo se obtiene la madurez neuronal, que involucra la sinaptogenesis. Adaptado de
Kessels (Kessels y cols., 2011).
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Figura 10. Determinacion de los niveles de la proteina Akt y GSK-38 durante los dias de
cultivo in vitro de neuronas de hipocampo de rata E18 por Western. Los valores representan el
promedio + error estdndar de la media. Valores correspondientes a 3 cultivos independientes y cada
muestra realizada en triplicado (n=3). Test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test
de  Dunns  (Akt-T/p-actina p=  0.45,  Akt-P/p-actina p= 0,14,  Akt-P/Akt-T
p= 0,0639; GSK-3B-T/B-actina p= 0,0799, GSK-3B-P/p-actina p= 0,2987, GSK-3B-P/GSK-33-T
p= 0,0349). *p<0,05.
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Se efectud el analisis de Sholl a los 3 DIV, que consiste en determinar el nimero de
neuritas que intersectan anillos concéntricos que se alejan del soma en incrementos de 10
pum. Como se observa en la Figura 11, existe un maximo de intersecciones en las primeras
10 um. Al incrementar la distancia desde el soma, se observa una disminucion de las
intersecciones, lo que indica una menor complejidad. Junto con los datos del anélisis de
Sholl es posible obtener de forma complementaria el nimero de puntos de término y puntos

de ramificacion por neurona (inserto Figura 11).

Para un analisis méas acabado de los cambios observados producto de los dias de cultivo, las
neuritas fueron clasificadas como primarias, secundarias y terciarias; donde las primeras a
su vez se segregaron de acuerdo a su longitud (primarias <40 pum> y secundarias
<20 um>). Como se observa en la Figura 12 A, a este dia de cultivo in vitro, las neuronas
poseen un mayor nuimero de neuritas primarias que secundarias, siendo las neuritas
primarias mayoritariamente cortas (<40 pm). Ademéas del numero de neuritas, se
determinaron el largo de neuritas total (Figura 12 B) y el largo de neuritas promedio
(Figura 12 C), que permiten determinar si existen cambios morfoldgicos asociados al

crecimiento o a la retraccion de las neuritas.
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Figura 11. Analisis de Sholl de cultivos primarios hipocampales de 3 DIV. Las neuronas se
fijaron e inmuno tifieron para realizar el recuento del nimero de intersecciones en las neuronas
(n=35) mediante el andlisis de Sholl. Las neuronas se fotografiaron en un microscopio confocal
DSU vy las neuritas se trazaron en el programa NeuronJ. Mediante el programa NeuronStudio se
establecio la presencia de puntos de ramificacion y los puntos de término. Mediante el programa
Bonfire (en MATLAB 7.0) se analizo la informacién proveniente del programa NeuronStudio y se
realizé el analisis de Sholl. EI nimero de intersecciones se obtuvo mediante el programa Bonfire. El
namero de puntos de ramificacion y de término se muestran en los insertos A 'y B, respectivamente.
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Figura 12. Numero y largo de neuritas en cultivos primarios hipocampales a los 3 DIV. Las
graficas muestran la variacion de ciertos pardmetros obtenidos de neuritas primarias, secundarias
(izquierda) y a su vez segregadas en primarias menores y mayores de 40 pm, secundarias menores y
mayores de 20 pum. En (A) se muestra el nimero de neuritas, en (B) la variacion del largo de
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neuritas total y en (C) el cambio del largo de neuritas promedio (n=35).
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5.2 Evolucion de los niveles y distribucion de los receptores serotoninérgicos 5HTi4 y 5HT7 en
neuronas hipocampales en funcién de los dias de cultivo

Ademas del rol de la 5-HT como neurotransmisor en el sistema nervioso adulto, se ha
sugerido que también puede ejercer acciones regulando el desarrollo del sistema nervioso.
Consistente con esta idea, la 5-HT es uno de los primeros neurotransmisores en sintetizarse
en el cerebro en desarrollo (Gaspar y cols., 2003) y regula diferentes procesos como
proliferacion, morfogénesis, migracion neuronal, formacién de sinapsis entre otros
(Semkova y cols., 1998;Buznikov y cols., 2001;Gaspar y cols., 2003;Persico y cols., 2006).
También se ha documentado que la activacidn de receptores serotoninérgicos es capaz de
producir efectos neurotréficos. Por ejemplo, se ha descrito que la adicion del agonista
80H-DPAT a cultivos disociados de neuronas colinérgicas del ndcleo septal de embriones
promueve tanto el crecimiento dendritico y sus ramificaciones (Riad y cols., 1994). El
5HT1a-R se expresa en neuronas piramidales de la corteza, septum, amigdala e hipotalamo
(Sotelo y cols., 1990) y en el hipocampo (Chalmers y cols., 1991). Igualmente se ha
descrito que el 5SHT7-R se expresa en el tAlamo, hipotalamo, corteza cerebral, hipocampo y
amigdala (Hedlund y cols., 2004). Sin embargo, no se ha descrito en neuronas
hipocampales como varian sus niveles y distribucion durante los dias de cultivo in vitro. Un
objetivo importante fue estudiar el papel de la 5-HT sobre la morfologia neuronal a través
del estimulo de los receptores 5SHT14 y 5HT7, el cual se realiz6 a tiempos tempranos y mas
tardios del cultivo. Por esto altimo fue importante verificar la presencia de los receptores
serotoninérgicos a distintos DIV. En las Figura 13 A, se muestra un gel representativo de
extractos totales de neuronas hipocampales a distintos dias del cultivo, donde se observa
una banda de 65 kDa correspondiente al 5HT;1a-R. También se detectaron bandas de
aproximadamente 45 y 50 kDa (Figura 14 A) descritas en ratas y denominadas 5HT7) Yy
5HT ) (Ruat y cols., 1993), este Gltimo generado por la insercion de un codon de término
en el extremo carboxilo terminal (Heidmann y cols., 1997;Jasper y cols., 1997). Mediante
analisis semicuantitativos de los niveles de ambos receptores, se determino que los niveles
del 5HT;a-R no se modifican por la madurez del cultivo (Figura 13 B). En contraste, se

observé que las isoformas del 5SHT7-R (5HT7, y 5HT7,) incrementaron significativamente
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entre los 2 y 14 DIV (Figura 14 B), aunque, la relacion entre ambas isoformas permanece
constate durante la evolucidn del cultivo (Figura 14 C).

La evolucién diferencial de la cuantia de estos receptores puede ser importante para el
desarrollo de la morfologia neuronal; siendo importante determinar la distribucion en la
neurona. Mediante inmunofluorescencia y utilizando un anticuerpo dirigido contra el tercer
loop del 5HT1a-R (Albert y cols., 2001) observamos en células permeabilizadas una
inmunorreactividad mayoritariamente somatica del 5HT14-R y cuya distribucion no vario
sustancialmente entre los 4 y 8 DIV. Utilizando un anticuerpo que reconoce un epitope
extracelular del receptor 5SHT+-R, se determind una distribucion somato-dendritica; que no
cambid entre los 4 y 8 DIV (Figuras 15y 16).

Con los resultados obtenidos podemos concluir que en nuestros cultivos se expresan ambos
receptores serotoninérgicos y cuyos niveles no se modifican a la madurez de los cultivos
utilizados en ensayos posteriores (2-7 DIV). La presencia de ambos receptores, fue una
condicion indispensable para los ensayos farmacoldgicos que involucran a los receptores
serotoninérgicos de interés en esta Tesis. Sin embargo, fue relevante demostrar que estos

receptores eran funcionales.
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Figura 13. Niveles del 5HT;4-R durante la evolucion del cultivo mediante el analisis de
Western. Se obtuvieron extractos de proteinas totales a partir de cultivos con distintos dias in vitro.
(A) Muestra un inmunoblot representativo de las muestras. (B) Cuantificacion de los niveles del
5HT;a-R respecto a los de B-actina. Los valores representan el promedio + error estandar de la
media, correspondientes a 6 cultivos independientes y cada muestra realizada en duplicado. Los
datos se analizaron mediante test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunns
(p>0.05).
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Figura 14. Niveles del 5HT,-R durante la evolucion del cultivo mediante el andlisis de
Western. Se obtuvieron extractos de proteinas totales a partir de cultivos con distintos dias in vitro.
(A) Muestra un inmunoblot representativo de cultivos. (B) Muestra la variacion de ambas isoformas
del receptor 5HT;-R durante la evolucion del cultivo. Los datos se analizaron mediante test no
paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0.01), seguido del post-test de Dunns. **p<0.01, 2 vs 14 DIV.
(C) Andlisis de la razon de las isoformas del 5SHT+-R (a) y (b). Los valores representan el promedio
+ error estandar de la media de 5 cultivos independientes y cada uno realizado en triplicado. Las
variaciones de las isoformas 5HT;45HT;p se analizaron mediante test no paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunns (p>0.05).
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Figura 15. Distribucion de los receptores serotoninérgicos 5HT;4 y 5SHT; en cultivos primarios
hipocampales mediante el andlisis por inmunocitoquimica a los 4 DIV. Las neuronas se fijaron
e inmuno tifieron para tubulina acetilada (marcador de microtibulos estables) y para detectar la
presencia y distribucion de los receptores 5HT;5 ¥y 5HT;. La iméagenes se obtuvieron en un
microscopio de epifluorescencia (Zeiss, Axioscop 20, Alemania) y utilizando el objetivo 40X. La
barra representa 50 pm.



Superposicion

Figura 16. Distribucion de los receptores serotoninérgicos 5HT;4 y 5HT; en cultivos primarios
hipocampales mediante el andlisis por inmunocitoquimica a los 8 DIV. Las neuronas se
cultivaron durante 8 dias y posteriormente se fijaron e inmuno tifieron con MAP2A (marcador
dendritico) y para los 5HT;a-R y 5HT;-R. Ambos receptores estan presentes en los mismos
procesos que el marcador dendritico MAP2A. Se utiliz6 un microscopio de epifluorescencia (Zeiss,
Axioscop 20, Alemania) utilizando el objetivo 40X. La barra representa 50 pm.
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5.3 Determinaciéon de la concentracién y temporalidad de los estimulos con agonista
serotoninérgico 8OH-DPAT a los 2 DIV

Con el objetivo de determinar la concentracion y el tiempo adecuado del estimulo de
neuronas hipocampales con el agonista serotoninérgico 8OH-DPAT, se midio la activacion
de cascadas transduccionales involucradas con la regulacién del citoesqueleto neuronal, a

través de la determinacion semicuantitativa de los niveles fosforilados de las proteinas de

interés. Se determind la fosforilacion de la Akt en Ser473, necesaria para la activacion
completa de la quinasa, la fosforilacion de la GSK-33 en Ser™; que inactiva a la quinasa y

permite la estabilizacion de microtubulos y la fosforilacién de la cofilina en Ser3, que

permite la elongacion de los filamentos de actina por la inactivacion de la proteina.

El 80OH-DPAT es un farmaco agonista con alta afinidad por el 5HT;a-R y de moderada
afinidad por el 5HT,-R (Ruat y cols., 1993) (Tabla 2). Ambos receptores han sido
involucrados en la regulacion de vias que controlan el citoesqueleto neuronal (Li y cols.,
2004;Cowen y cols., 2005). La activacion del 5HT;a-R se ha asociado con la via
PI3K-Akt-GSK-3p, y se ha sugerido un rol en el crecimiento dendritico (Naska y cols.,
2006). Mas aln, el estimulo con serotonina o agonistas de receptores serotoninérgicos
como el BOH-DPAT aumentan la actividad de la Akt en cultivo de neuronas hipocampales,
efecto atribuido al 5HT;a-R (Cowen y cols., 2005).

Con la finalidad de determinar tiempos éptimos de estimulacion, se utiliz6 8OH-DPAT 100
nM vy se incub6 entre 0-60 min. La Figura 17 A muestra que la estimulacion a los 2 DIV
produce un incremento en los niveles de la Akt fosforilada; siendo este incremento
significativo a los 15 min. El aumento en los niveles de la Akt-p se relaciona con una
tendencia al incremento de los niveles fosforilados de la GSK-3p (Figura 17 B). Sin
embargo, se observd una alta variacion en los datos probablemente debido a una alta
actividad basal de la Akt. En apoyo a esta idea, la adicion del inhibidor Akti disminuyo la
fosforilacion por bajo el nivel basal de ambas quinasas; aproximadamente en un 50 % de la

fosforilacién basal.

44



Por otro lado, se observa una disminucion significativa en los niveles de la cofilina
fosforilada a los 15 min de estimulo con 8-OH-DPAT 100 nM; efecto que se recupera entre
los 30-60 min post estimulacion (Figura 17 C). Los resultados anteriores muestran que los
cultivos a los 2 DIV responden frente a los estimulos con un agonista serotoninérgico, sin

establecer la contribucion de los receptores 5SHT14 y 5HT7 en los efectos observados.

5.3.1 Efectos de los antagonistas serotoninérgicos sobre el estimulo con 80H-DPAT en cultivo
de hipocampo de rata a los 2 DIV
Dado que el 80H-DPAT no solo activa al 5HT14-R sino que también al 5HT+-R, se
determind la contribucion de estos receptores sobre la via Akt-GSK-3 y cofilina. Para ello
se realizaron estimulos durante 15 min con 100 nM del agonista y en presencia y ausencia
de 1 uM de WAY-100635 y SB269970; antagonistas descritos para los receptores 5SHT1a Y

el 5HT;, respectivamente. En la Figura 18 se observa un aumento en los niveles

473

fosforilados de la Akt (Ser " ~), efecto que se reduce por la presencia de 1 UM de ambos

antagonistas; siendo significativo con el antagonista del 5HT7;-R (Figura 18 A).
Adicionalmente, se observd con 80OH-DPAT 100 nM un aumento variable en los niveles
fosforilados de la GSK-3p (fosforilacion inactivante de la proteina, Serinag), efecto que no
fue antagonizado significativamente por la presencia de ambos antagonistas (Figura 18 B).
Interesantemente, la adicion de SB269970, antagonista del 5HT7-R, disminuye
significativamente los niveles de GSK-3B-p, lo que sugiere una activacion basal del
receptor. Contrariamente, el estimulo con 80OH-DPAT disminuye los niveles de la cofilina
fosforilada en Serina®, efecto no prevenido significativamente por los antagonistas. (Figura
18 C).

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que la via Akt-GSK3p, tiene un
nivel de activacion basal en el cultivo a los 2 DIV y que la adicion del agonista SOH-DPAT
promueve un aumento significativo en la fosforilacion de la Akt en el cual contribuiria en
forma significativa la activacion del 5SHT;-R. Por otro lado, se demuestra que la presencia
de este agonista reduce la fosforilacion de la cofilina aunque no se pudo precisar el receptor

involucrado.
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Figura 17. Temporalidad del cambio en el estado de la fosforilacion de Akt, GSK-3p y cofilina
promovida por el agonista 8OH-DPAT. Los cultivos a los 2 DIV se estimularon con 100 nM de
80H-DPAT durante 0-60 min. Los valores estan expresados en porcentajes con respecto al control.
Los datos se analizaron mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y post-test de Dunns. (A)
Variacion de los niveles de la Akt-p en respuesta al SOH-DPAT. Control vs 8OH-DPAT 100 nM,
(p<0,05) post-test *p<0,05. BOH-DPAT vs 80OH-DPAT + Akti, (p<0,001) post-test “*p<0,001. (B)
Variacion de los niveles de la GSK-3B en respuesta al agonista, (p>0,05). 80H-DPAT vs
80H-DPAT + Akti, (p<0,05) post-test “p<0,05 (C) Variacion de los niveles de la cofilina-p en
respuesta al agonista. Control vs 8OH-DPAT 100 nM, (p<0,01) post-test ***p<0,001.

46



A

o4 D D+W D+SB w SB

50
h . * %
AKT—P - - — — E' i 00
AKT-T p— > < 10
- . - - R E = 1004-- - - ——
X
B-ACHNG e e W o — A i i
0

2501
GSKIP-P [ mm W == =5 =5 =
GSK3B-T[ e e e - —

B-ACHNE s i i s s -

GSK3p-P/ GSK3p-T
GSK3p-P/ GSK3p-T

1801 1501
' e
Cofilina-P PR o E " g N
i It il 5 100-—— 2T
© (]
_— 3 3
Cofilina-T . s e o it 3 S
g 501 g 50
B-Actina s s W S S % %
© [&]
o o
DPAT (0,1 pM) + + - DPAT (0,1 pM) + +
WAY (1 uM) - + . B M) ) . .

Figura 18. Efecto de los antagonistas WAY-100635 y SB269970 sobre los cambios en el estado
de fosforilacion de Akt, GSK-3p y cofilina promovida por el 80OH-DPAT a los 2 DIV. Las
celulas se estimularon durante 15 min con 80OH-DPAT 100 nM en ausencia y presencia de 1 pM de
los antagonistas WAY-100635 y SB269970. Los valores se normalizaron respecto al control (sin
estimulo) y representan el promedio + E.E.M. de 5 cultivos independientes. Para mdltiples
comparaciones se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y post-test de Dunns. Para
determinar el efecto sobre el control se realizo el anlisis de t test de datos pareados.

(A) Variacion de los niveles de Akt-p en respuesta al agonista y antagonistas.

Control vs 80OH-DPAT, (p<0,01), t-test **p<0,01

80H-DPAT vs 80OH-DPAT + SB269970, (p<0,01), post-test *p<0,05

(B) Variacion de los niveles de GSK-33-p en respuesta al agonista y antagonistas.

(p>0,05). Control vs SB269970, (p<0,01), t-test **p<0,01

(C) Variacion de los niveles de la cofilina-p en respuesta al agonista y antagonistas.

control vs 80OH-DPAT 100 nM, (p<0,01) t-test ***p<0,001.

C= control, D=80OH-DPAT, D+W= 80H-DPAT+WAY-100635, D+SB= 80H-DPAT+SB269970,
W=WAY-100635, SB= SB269970.
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5.4 Efectos de los agonistas serotoninérgicos sobre la morfologia de neuritas a los 3 DIV

Los resultados anteriores demuestran que el 8OH-DPAT activa los receptores
serotoninérgico a este estadio del cultivo. Por lo tanto, en la seccidn siguiente se relacionara
si la activacion de receptores serotoninérgicos promueve cambios en la morfologia
neuronal. Existen antecedentes de que la reduccién aguda de los niveles de serotonina
produce una reduccién en el crecimiento dendritico (Yan y cols., 1997;Haring y cols.,
1999) y por tanto, este efecto podria explicar la accién de los antidepresivos, que

incrementan los niveles de serotonina, sobre la arborizacion dendritica.

5.4.1 Efectos sobre la morfologia neuronal del 8OH-DPAT y de los antagonistas WAY-100635 y
SB269970

Se determind si los agonistas serotoninérgicos provocan cambios en el desarrollo de
neuritas. La Figura 19 muestra imagenes representativas de neuronas a los 3 DIV posterior
a las 24 h de su incubacién con 80OH-DPAT y en presencia y ausencia de los antagonistas.
Las neuronas se marcaron para tubulina acetilada, que permite observar microttbulos y el
analisis consider6 aquellas proyecciones que del punto de vista morfol6gico correspondian
a neuritas, descartandose del analisis la proyeccion mas larga de cada neurona. La adicién
del agonista induce un aumento del nimero de proyecciones; efecto que no es prevenido
por WAY-100635 y SB269970. Para realizar un analisis cuantitativo se realizé el andlisis
de Sholl, que permite determinar cambios en la complejidad de la morfologia neuronal. Se
observo que la adicion del 8BOH-DPAT durante 24 h en neuronas a los 2 DIV aumenta la
complejidad neuronal respecto al control en las 10 primeras micras desde el soma, sin
observarse cambios a mayores distancias desde el soma (Figura 20). Esto sugiere que el
80H-DPAT aumenta la aparicion de neuritas primarias; efecto que no estaria mediado por
la activacion de los receptores 5HT1a y 5HT7 puesto que no fue prevenido por los
antagonistas para dichos receptores (WAY-100635 y SB269970, respectivamente) (Figura
20 A-B). Adicionalmente, el SB269970 posterior a la adicion de 8OH-DPAT, disminuye la
complejidad entre 40-100 um, lo que sugiere que el 5HT;-R favorece un aumento de la

48



complejidad neuronal. Ademas se observa que ambos antagonista por si solos no producen
cambios en la complejidad dendritica (ver inserto Figura 20). Para realizar un andlisis mas
acabado de la morfologia, se realiz6 la cuantificacion del namero, largo total y largo

promedio de las neuritas, tal como se describid en la metodologia (Figura 6).

5.4.2 Efecto del 8OH-DPAT sobre el nimero de neuritas

El estimulo con 80OH-DPAT aumenta significativamente el numero de neuritas primarias
(Figura 21), concordante con el analisis de Sholl. Este incremento del 43 %
fundamentalmente se asocia a aquellas neuritas < 40 um y no afecta las neuritas > 40 um;

efecto que no es prevenido por los antagonistas serotoninérgicos.

Estos resultados sugieren que los receptores 5SHT14 Yy 5HT7 no determinan el nimero de
neuritas primarias < 40 um y que el receptor involucrado solo afecta el ndmero. En
contraste, las neuritas mayores a 40 pum Yy las neuritas secundarias no se afectan por la
presencia de 80H-DPAT. Sin embargo, se observé que el estimulo de 80H-DPAT
posterior al tratamiento con SB269970 provoca una disminucion significativa en el nimero
de neuritas primarias mayores a 40 um y un aumento significativo en el nimero de neuritas
primarias menores a 40 um con respecto al control. Este efecto puede ser interpretado por
la participacién de mas de un receptor serotoninérgico con acciones opuestas; y que de
acuerdo a la diseccién farmacoldgica uno de ellos corresponderia al 5HT;-R, cuya
activacion incrementa el nimero de dendritas primarias mayores a 40 um. Se observa que,

ambos antagonistas no producen cambios en el nimero de neuritas.
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Control 8OH-DPAT 100 nM

8OH-DPAT 100 nM + WAY 1 pM 8OH-DPAT 100 nM + SB269970 1 uM

Figura 19. Iméagenes representativas de neuronas con 3 DIV utilizadas para medicion de la
morfologia de neuritas. Las neuronas se cultivaron durante 2 dias y posteriormente se estimularon
por 24 h. A los 3 DIV se fijaron e inmuno tifieron con tubulina acetilada (marcador de microttbulos
estables, fluorescencia verde) y con faloidina-rodamina (marcador de citoesqueleto de actina,
fluorescencia roja), junto con la tincién nuclear Hoechst (fluorescencia azul). Se utiliz6 un
microscopio confocal DSU, objetivo 40X. Los canales fueron integrados a través del programa
ImageJ. La barra representa 50 pm. Las neuronas cuantificadas corresponden a 2 cultivos
independientes (control n=35; 80H-DPAT 100 nM n=35; 8-OH-DPAT + WAY n=37 y
80OH-DPAT 100 nM + SB269970 1uM n=44).
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Figura 20. Efecto del 80OH-DPAT sobre la complejidad neuronal de cultivos primarios de
hipocampo de rata 3 DIV. Los cultivos se incubaron durante 24 h con 8OH-DPAT 100 nM. Los
antagonistas WAY-100635 (A) y SB269970 (B) se agregaron 30 min previo al agonista. Las
neuronas se fijaron e inmuno tifieron contra tubulina acetilada y el citoesqueleto de F-actina se
marcd con faloidina-rodamina. EI nimero de intersecciones son entregadas por el programa
Bonfire. Las neuronas cuantificadas corresponden a dos cultivos independientes (control n=35;
80H-DPAT 100 nM n=35; 80OH-DPAT + WAY 1uM n=37 y 80H-DPAT 100 nM + SB269970
1uM n=44). Los datos representan el promedio + EEM. Inserto. Efectos de los antagonistas sobre la
complejidad neuronal. Los datos fueron analizados mediante el test de ANOVA para cada
condicion y seguido del post-test de Bonferroni. Anélisis de ANOVA A, p<0,01; B, p<0,01.
Post-test: *= Control v/s 8B0OH-DPAT, # = 8OH-DPAT v/s 80H-DPAT + SB269970, =~ = Control
v/s 8-OH-DPAT + SB269970. *p< 0,05, ” p< 0,05, ~~ p< 0,01, ~ p< 0,05.
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Figura 21. Efecto de la estimulacién con 80OH-DPAT sobre el nimero de neuritas primarias,
secundarias y terciarias por neurona a los 3 DIV. Las neuronas a los 2 DIV se incubaron durante
24 h con 80H-DPAT 100 nM. Los antagonistas WAY y SB269970 se agregaron 30 min previo al
agonista. Las neuronas se fijaron e inmuno tifieron contra tubulina acetilada y el citoesqueleto de
F-actina se marcd con faloidina-rodamina. Las neuronas cuantificadas corresponden a dos cultivos
independientes (control n=35; 80H-DPAT 100 nM n=35; 80OH-DPAT + WAY n=37 y
80H-DPAT 100 nM + SB269970 1uM n=44). Los valores del nimero de neuritas son entregados
por el programa NeuronJ. Los datos representan el promedio £ EEM. Los datos fueron analizados
mediante el test de ANOVA para cada condicion y seguido del post-test de Bonferroni.

*** n<0,001, ** p < 0,01, * < p 0,05.
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5.4.3 Efecto del 80OH-DPAT sobre el largo total y promedio de neuritas

El largo total de neuritas primarias y secundarias no cambian frente al estimulo con
80H-DPAT. A diferencia del WAY-100635, la adicién conjunta de 80H-DPAT con
SB269970, produce una reduccion en un 15 % del largo total de neuritas primarias (Figura
22). Al realizar este analisis mediante la segregacion de las neuritas de acuerdo al largo, se
observa que el estimulo con 80H-DPAT aumenta significativamente (34 %) el largo total
de neuritas primarias menores a 40 pm. Este efecto no es prevenido por ambos
antagonistas. En contraste, en presencia de 80H-DPAT en conjunto a SB269970, se
observo una disminucién significativa del largo total de neuritas mayores a 40 pum con
respecto al control (Figura 22). Este efecto, es decir la reduccion en el largo total de
neuritas primarias es producto de la disminucion del nimero de dendritas observadas. Por
otra parte, no se observo en ningin caso cambios en el largo total de neuritas secundarias.
El estimulo con 80OH-DPAT no provoca cambio en el largo promedio de neuritas primarias
y secundarias. Sin embargo, el estimulo de 80OH-DPAT posterior a SB269970 disminuye
significativamente el largo promedio de neuritas primarias mas largas (> 40 um) (Figura
23).

De acuerdo a nuestros resultados el 80OH-DPAT actla sobre mas de un receptor, es por ello
que se decidio utilizar la 5-HT como un agonista mas amplio de los receptores
serotoninérgicos y mediante el uso de antagonistas especificos discernir la contribucion de
los receptores 5HT14 y 5HT7 sobre la morfologia.
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Figura 22. Efecto de la estimulacion con 80OH-DPAT sobre el largo total de neuritas por
neurona a los 3 DIV. Las neuronas a los 2 DIV se incubaron durante 24 h con 8OH-DPAT 100
nM. Los antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e
inmuno tifieron contra tubulina acetilada y el citoesqueleto de F-actina se marcd con
faloidina-rodamina. Para determinar el largo de neuritas total, se sumé el largo de las neuritas
primarias, secundarias y terciarias de cada neurona. Las neuronas cuantificadas corresponden a dos
cultivos independientes (control n=35; 80OH-DPAT 100 nM n=35; 80OH-DPAT + WAY n=37 y
80H-DPAT 100 nM + SB269970 1uM n=44). Los valores del largo dendritico son entregados por
el programa NeuronJ. Los datos representan el promedio £+ EEM. Los datos fueron analizados
mediante el test de ANOVA para cada condicion y seguido del post-test de Bonferroni.

** p< 0,01, *p< 0,05.
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Figura 23. Efecto de la estimulacién con 8OH-DPAT sobre el largo promedio de neuritas por
neurona a los 3 DIV. Las neuronas a los 2 DIV se incubaron durante 24 h con 80OH-DPAT 100
nM. Los antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e
inmuno tifieron contra tubulina acetilada y el citoesqueleto de F-actina fue marcado con
faloidina- rodamina. Para determinar el largo de neuritas promedio, se sumo el largo de las neuritas
primarias, secundarias y terciarias de cada neurona y se dividid por el nimero de neuritas. Las
neuronas cuantificadas corresponden a dos cultivos independientes (control n=35; 8-OH-DPAT 100
nM n=35; 8-OH-DPAT + WAY n=37 y 8-OH-DPAT 100 nM + SB269970 1uM n=44). Los valores
del largo de neuritas son entregados por el programa NeuronJ. Los datos representan el promedio +
EEM. Los datos se analizaron mediante el test de ANOVA para cada condicion y seguido del
post-test de Bonferroni. *** p< 0,001, *p< 0,05.

55



5.4.4 Efectos sobre la morfologia neuronal de la serotonina y de los antagonistas WAY-100635 y
SB269970

La Figura 24 muestra imagenes representativas de neuronas a los 3 DIV posterior a las 24 h
de su incubacion con serotonina y los antagonistas WAY-100635 y SB269970. Estas
neuronas se marcaron con anticuerpos para tubulina acetilada y faloidina rodamina. El
estimulo con serotonina no provoca cambios en el nimero de ramificaciones. En cambio la
serotonina promueve un aumento del numero de neuritas primarias cuando los receptores

5HT;a Y 5HT7 han sido previamente antagonizados.

El analisis de Sholl mostrdé que a diferencia de lo observado con 80OH-DPAT, el estimulo
con serotonina no cambia la complejidad de neuritas respecto al control en las 10 primeras
micras desde el soma. Sin embargo, la adicion de serotonina posterior al WAY-100635
aumenta significativamente el nimero de intersecciones en las 10 um desde el soma con
respecto al control (Figura 25), que corresponderia a un aumento del ndmero de neuritas
primarias, sugiriendo que la activacion del 5HT;a-R promueve una disminucién este
parametro. Esto sugiere que la serotonina activa a receptores con efectos opuestos sobre la
morfologia neuronal. De forma similar, la adicion de serotonina posterior al bloqueo con el

antagonista SB269970 no produce cambios en el nimero de neuritas primarias (Figura 25).
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Control 5-HT 100 nM

5-HT 100 nM + WAY 1 uM 5-HT 100 nM + SB269970 1 pM

Figura 24. Iméagenes representativas de neuronas con 3 DIV utilizadas para medicién de
morfologia de neuritas. Las neuronas se cultivaron durante 2 dias y posteriormente se estimularon
por 24 horas. A los 3 DIV se fijaron e inmuno tifieron con tubulina acetilada (marcador de
microtubulos estables, fluorescencia verde) y con faloidina-rodamina (marcador de citoesqueleto de
actina, fluorescencia roja), junto con la tincién nuclear Hoechst (fluorescencia azul). Se utilizé un
microscopio confocal DSU, objetivo 40X. Los canales fueron integrados a través del programa
ImageJ. La barra representa 50 pm. Las neuronas cuantificadas corresponden a 2 cultivos
independientes (control n=35, 5HT 100 nM n=39, 5HT 100 nM + WAY 1 uM n=51, y 5HT 100
nM + SB269970 1uM n=51).
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Figura 25. Efecto de la 5-HT sobre la complejidad neuronal de cultivos primarios de
hipocampo de rata 3 DIV. Los cultivos se incubaron durante 24 h con 5-HT 100 nM. Los
antagonistas WAY (A) y SB269970 (B) se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se
fijaron e inmuno tifieron contra tubulina acetilada y el citoesqueleto de F-actina se marco con
faloidina-rodamina. El nimero de intersecciones son entregadas por el programa Bonfire. Las
neuronas cuantificadas corresponden a dos cultivos independientes (control n=35, 5-HT 100 nM
n=39, 5-HT 100 nM + WAY 1 uM n=51, y 5-HT 100 nM + SB269970 1uM n=51). Los datos
representan el promedio + EEM. Los datos fueron analizados mediante el test de ANOVA para cada
condicion y seguido del post-test de Bonferroni. Analisis de ANOVA, A, p<0,001; B, p<0.01.
Post-test: *= control v/s 5SHT + WAY.
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5.4.5 Efecto de la serotonina sobre el nimero de neuritas, largo total y largo promedio

La adicion de serotonina no produce cambios en el ndmero de neuritas primarias y
secundarias. Sin embargo, el estimulo de serotonina posterior a SB269970 (y no con
WAY-100635), produce un aumento significativo solo en el nimero de neuritas primarias
menores a 40 um con respecto al control (Figura 26); este resultado es consistente con el
efecto observado bajo la estimulacién de 80OH-DPAT con SB269970. Esto apoya la idea de
que el 8OH-DPAT Yy la serotonina activan simultdneamente receptores con efectos opuestos
y que la activacion del 5HT7-R tiene como consecuencia la disminucion del nimero de
neuritas primarias. La serotonina no provoca cambios en el largo total de neuritas primarias
y secundarias, analizadas en forma global como segregadass por el largo. No obstante, el
estimulo de serotonina en presencia de SB269970 aumenta el largo de total de las neuritas
primarias menores a 40 um; efecto no remedado por la presencia de WAY-100635 (Figura
27).

La serotonina produce una disminucion, aunque no significativa, en el largo promedio de
las neuritas primarias (Figura 28). Méas aun, la adicion de serotonina posterior a la adicion
de SB269970 disminuye en aproximadamente en un 25% el largo dendritico promedio de
forma similar, aunque de menor magnitud, a lo observado con el estimulo de 80OH-DPAT
posterior a la adicion de SB269970. Aunque no se observaron cambios en el nimero de
dendritas secundarias, la adicion de serotonina aumenta significativamente el largo
promedio, efecto asociado a aquellas neuritas secundarias menores a 20 pum. Este efecto es
reducido por la presencia de WAY-100635 y de SB269970 (Figura 28).
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Figura 26. Efecto de la estimulacién con 5-HT sobre el nimero de neuritas primarias,
secundarias y terciarias por neurona a los 3 DIV. Las neuronas a los 2 DIV se incubaron durante
24 h con 5HT 100 nM. Los antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las
neuronas se fijaron e inmuno tifieron contra tubulina acetilada y el citoesqueleto de F-actina fue
marcado con faloidina-rodamina. Las neuronas cuantificadas corresponden a dos cultivos
independientes (control n=35; 5HT 100 nM n=39; 5HT + WAY n=42 y 5HT 100 nM + SB269970
1uM n=51). Los valores del nimero de neuritas son entregados por el programa NeuronJ. Los datos
representan el promedio £ EEM Los datos se analizaron mediante el test de ANOVA para cada
condicion y seguido del post-test de Bonferroni. *** p<0,001, ** p < 0,01.
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Figura 27. Efecto de la estimulacién con 5-HT sobre el largo total de neuritas por neurona a
los 3 DIV. Las neuronas a los 2 DIV se incubaron durante 24 h con 5-HT 100 nM. Los antagonistas
WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e inmuno tifieron contra
tubulina acetilada y el citoesqueleto de F-actina se marc6 con faloidina-rodamina. Para determinar
el largo total de neuritas, se sumo el largo de las neuritas primarias, secundarias y terciarias de cada
neurona. Las neuronas cuantificadas corresponden a dos cultivos independientes (control n=35;
5HT 100 nM n=39; 5HT + WAY n=42 y 5HT 100 nM + SB269970 1puM n=51). Los valores del
largo de neuritas son entregados por el programa NeuronJ. Los datos representan el promedio +
EEM. Los datos se analizaron mediante el test de ANOVA para cada condicion y seguido del
post-test de Bonferroni. *p< 0,05.
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Figura 28. Efecto de la estimulacion con 5-HT sobre el largo promedio de neuritas por
neurona a los 3 DIV. Las neuronas a los 2 DIV se incubaron durante 24 h con 5HT 100 nM. Los
antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e inmuno
tifieron contra tubulina acetilada y el citoesqueleto de F-actina se marc6 con faloidina-rodamina.
Para determinar el largo promedio de neuritas, se sum6 el largo de las neuritas primarias,
secundarias y terciarias de cada neurona y se dividid por el nimero de neuritas. Las neuronas
cuantificadas corresponden a dos cultivos independientes (control n=35; 5HT 100 nM n=39;
5HT + WAY n=42 y 5HT 100 nM + SB269970 1uM n=51). Los valores del largo de neuritas son
entregados por el programa NeuronJ. Los datos representan el promedio + EEM. Los datos se
analizaron mediante el test de ANOVA para cada condicién y seguido del post-test de Bonferroni.
*** n< 0,001, ** p< 0,01, *p< 0,05.
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El anlisis en conjunto de estos resultados indica que el 8OH-DPAT a diferencia de la
serotonina, incrementa el nimero de neuritas primarias cortas (< 40 um), sin afectar su
crecimiento. De acuerdo a los antagonistas utilizados, se descarta la participacion de los
receptores 5HT;a ¥ 5HT7 en estos efectos. Por otra parte, ambos agonistas no producen
cambios sobre las dendritas primarias mayores a 40 pum. De acuerdo a los resultados con
80H-DPAT, podemos postular que este agonista activaria mas de un receptor con acciones
opuestas sobre las neuritas primarias mas largas (> 40 um), donde la activacion del 5SHT+-R

permitiria un aumento del largo.

Por otro lado, la serotonina promueve un aumento en el largo de las dendritas secundarias
menores a 20 um; efecto mediado por la activacién de los receptores 5HT14 Yy 5HT5. Este
resultado sugeriria que ambos receptores pudiesen estar localizados en dendritas cortas que
serian mas plasticas a los efectos troficos de la serotonina. Es probable que la serotonina a
la concentracion usada se una a los distintos tipos de receptores serotoninérgicos presentes
en el cultivo; no pudiéndose precisar en estas condiciones la contribucion de un receptor en
particular sobre la morfologia. Queda la inquietud de si los receptores serotoninérgicos a
los 2-3 DIV, son capaces de regular vias transduccionales asociadas a cambios
morfolégicos, cascadas que pudiesen estar mas establecidas a mayor madurez del cultivo.
De acuerdo a esto se determing el efecto de los agonistas y antagonistas sobre las cascadas
transduccionales de interés y cambios morfoldgicos a los 8 DIV, con la finalidad de poder
precisar cuales serian los sustratos morfolégicos sobre los cuales podrian actuar la

subpoblacion de receptores serotoninérgicos.
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5.5 Comparacion de la morfologia dendritica entre cultivos de 3-8 DIV

Con la finalidad de caracterizar la evolucion morfoldgica de las neuronas hipocampales al
igual que a los 3 DIV, se procedio a fijar neuronas e identificar las dendritas mediante
inmunotincion para MAP2A y realizar un analisis de Sholl a 8 dias de cultivo in vitro. Esto
permitio realizar una comparacion de la morfologia entre cultivos con distintos estadios
neuronales. Como se observa en la Figura 29, existe un maximo de intersecciones en las
primeras 10 um tanto a los 3 y 8 DIV. Al incrementar la distancia desde el soma, se
observa a los 8 DIV un desplazamiento de la curva hacia la derecha, lo que indica un
aumento significativo de la complejidad dendritica (Figura 29) debido al aumento
significativo de los puntos de ramificacion y puntos de término en las neuronas producto de

los dias de cultivo (Figura 29 inserto).

Para realizar un andlisis mas acabado de los cambios observados producto de los dias de
cultivo, las dendritas fueron clasificadas como primarias, secundarias y terciarias; donde las
primeras a su vez se segregaron de acuerdo a su longitud (primarias <40 um> y secundarias
<20 pm>). Como se observa en la Figura 30 A, el nimero de dendritas secundarias
aumentan al doble independientemente de su largo (<20 um>). Adicionalmente, el aumento
significativo del largo dendritico total (2° <20 um>) y el largo dendritico promedio de
dendritas secundarias (2°< 20 um), contribuyen al aumento en la complejidad dendritica
(Figura 30 B-C). Estos resultados en su conjunto, indican gque las dendritas secundarias son
mas plasticas que las primarias a cambios morfol6gicos asociados a variaciones en el

namero y largo.
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Figura 29. Comparacion entre cultivos primarios hipocampales de 3 y 8 DIV mediante el
andlisis de Sholl. Las neuronas se fijaron e inmuno tifieron para realizar el recuento del nimero de
intersecciones en neuronas a los 3 (n=35) y 8 (n=280) DIV mediante el andlisis de Sholl. Las
neuronas se fotografiaron en un microscopio confocal DSU y las dendritas se trazaron en el
programa NeuronJ. Mediante el programa NeuronStudio se estableci6 la presencia de puntos de
ramificacion y los puntos de término. Utilizando el programa Bonfire (en MATLAB 7.0) se analiz6
la informacion proveniente del programa NeuronStudio y se realiz6 el analisis de Sholl. Los valores
representan el promedio = E.E.M. EI nimero de intersecciones se obtuvo mediante el programa
Bonfire. La comparacion de puntos de ramificacion y de término entre los cultivos a los 3y 8 DIV
se muestra en los insertos A y B respectivamente. La significancia del cambio en el nimero de
intersecciones, punto de ramificacion y de término se analiz6 mediante analisis de t-test. **p <0,01,
***p<0,001.
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Figura 30. Comparacién del numero y largo de dendritas entre cultivos primarios
hipocampales a los 3y 8 DIV. Las graficas muestran la variacion de ciertos pardmetros obtenidos
de dendritas primarias y secundarias (izquierda) y a su vez segregadas en primarias menores y
mayores de 40 pm, secundarias menores y mayores de 20 pum Yy terciarias. En (A) se muestra el
nimero de dendritas, en (B) la variacion del largo dendritico total y en (C) el cambio del largo
dendritico promedio a los 3 (n=35) y 8 DIV (n=280). La significancia de los cambios en el nimero
y en el largo de las dendritas se realiz6 mediante analisis de t-test. *p< 0,05,
***p < 0,001.

66



5.6 Determinacién de los efectos de agonistas serotoninérgicos sobre vias transduccionales y su
relacion con la morfologia neuronal a los 7 DIV

En esta seccion, se determind el efecto de agonistas serotoninérgicos al igual que a los 2
DIV, sobre la via Akt-GSK-3p y cofilina. Hay que considerar que aunque el sembrado de
células se realiz6 a la misma densidad que en los estudios precedentes, el contacto producto
del crecimiento de ramificaciones puede constituirse como un factor importante en la

activacion basal de las vias de interés.

5.6.1 Efecto _de la concentracion y temporalidad de la estimulacion con agonistas
serotoninérgicos y su prevencion por antagonistas
En la Figura 31, se muestra la cinética de la estimulacién con 8OH-DPAT 100 nM. En la
Figura 33 A, se aprecia que la adicion del agonista, promueve un aumento significativo en
la fosforilacion de la Akt a los 15 min de estimulaciéon vs el basal; efecto que no es
prevenido por los antagonistas WAY-100635 y SB 269970 (Figura 33 A). A diferencia de
la Akt, se observo un incremento a los 5 min en los niveles fosforilados de la GSK-33 en
Serg, aunque la magnitud fue altamente variable, probablemente debido a variaciones en el
estado de fosforilacion basal de la GSK-3p (Figura 32 B), producto quizas de un distinto
grado de contacto de las neuronas en el cultivo. De forma similar, se observé una
disminucion a los 5 minutos, aunque no significativa, de los niveles fosforilados de la
cofilina en Ser’ (Figura 32 C). En ningln caso se observo efecto de los antagonistas en
ambas vias, mostrando una diferencia sustancial entre los 2 y 7 DIV (Figuras 32 y 33).
Estos resultados sugieren que la accion del 8OH-DPAT sobre estas cascadas
transduccionales disminuiria en funcion de la madurez del cultivo.
A diferencia de lo observado con 80H-DPAT, la serotonina a 100 nM no promueve
cambios en los estados de fosforilacion de las quinasas evaluadas en las temporalidades
analizadas, sin embargo, el estimulo por 15 min fue capaz de promover una disminucion
significativa en la fosforilacion en Ser® de la cofilina (Figura 33C); y de acuerdo a los

antagonistas este efecto no estaria relacionado a los receptores 5HT14 y 5HT?.
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Figura 31. Temporalidad del cambio en el estado de la fosforilacion de Akt, GSK-3p y cofilina
promovida por el agonista SOH-DPAT. Los cultivos a los 7 DIV se estimularon con 100 nM de
80H-DPAT durante 0-60 min. Los valores estdn expresados en porcentajes con respecto al control.
A) Efecto del 80OH-DPAT sobre los niveles de la Akt. B) efectos del BOH-DPAT sobre los
niveles de GSK-3p. C) Efecto del SOH-DPAT sobre los niveles de cofilina.
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Figura 32. Efecto de los antagonistas WAY y SB269970 sobre los cambios en el estado de
fosforilacion de AKT, GSK3p y cofilina promovida por los agonistas 8OH-DPAT y 5-HT a los
7 DIV. Las células se estimularon durante 5 min con 100 nM de 80H-DPAT y 5-HT en ausencia y
presencia de 1 uM de los antagonistas WAY y SB269970. Los valores se normalizaron respecto al
control (sin estimulo) y representan el promedio + E.E.M. de 3 cultivos independientes. Los datos
se analizaron mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y post-test de Dunns. Para
determinar el efecto sobre el control se realizd el andlisis de t test de datos pareados.

(A) Variacion de los niveles de AKT-p en respuesta a los agonistas y antagonistas. (p>0,05).

(B) Variacion de los niveles de GSK-3B-p en respuesta a los agonistas y antagonistas. (p>0,05)

(C) Variacion de los niveles de la cofilina-p en respuesta a los agonistas y antagonistas.

80H-DPAT (p>0,05). 5HT (p=0,0827).

C= control, D=8OH-DPAT, D+W= 80H-DPAT+WAY-100635, D+SB= 80H-DPAT+SB269970,
W=WAY-100635, SB= SB269970.
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Figura 33. Efecto de los antagonistas WAY y SB269970 sobre los cambios en el estado de
fosforilacion de AKT, GSK-3p y cofilina promovida por los agonistas 8OH-DPAT y 5-HT a
los 7 DIV. Las células se estimularon durante 15 min con 80H-DPAT 100 nM y 5-HT en ausencia
y presencia de 1 pM de los antagonistas WAY y SB269970. Los valores se normalizaron respecto
al control (sin estimulo) y representan el promedio + E.E.M. de 3 cultivos independientes. Los datos
se analizaron mediante el test de no paramétrico de Kruskal-Wallis y post-test de Dunns. Para
determinar el efecto sobre el control se realiz6 el analisis de t test de datos pareados.

(A) Variacion de los niveles de AKT-p en respuesta a los agonistas y antagonistas.

80H-DPAT (p>0,05). 5HT (p=0,0737).

(B) Variacion de los niveles de GSK-33-p en respuesta a los agonistas y antagonistas. (p>0,05).

(C) Variacion de los niveles de la cofilina-p en respuesta a los agonistas y antagonistas. (p>0,05).
t-test *p<0,05, **p<0,01.

C= control, D=8OH-DPAT, D+W= 80H-DPAT+WAY-100635, D+SB= 80H-DPAT+SB269970,
W=WAY-100635, SB= SB269970.
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5.7

Existen antecedentes que demuestran la participacion de los receptores 5HTia Yy S5HT;
sobre la activacion de las ERK1/2 en neuronas hipocampales utilizando 80H-DPAT y
5-CT (agonista de ambos receptores) (Errico y cols., 2001). En las Figuras 34 y 35 se
observa una alta variabilidad en el grado de fosforilacion de la ERK1 en presencia de los
agonistas usados. No obstante, en presencia del WAY-100635 o SB269970 no se modifica
esta fosforilacion, sugiriendo la participacion de otro receptor en este efecto. A mayor
tiempo de estimulacion se observaron cambios no significativos en comparaciéon al
estimulo de 5 min en el estado de fosforilacion de la ERK (Figura 34 y 35). La serotonina
no evocd cambios significativos sobre la ERK1/2 a los 5 y 15 min de estimulacion (Figuras
34y 35).

Con la finalidad de poder hacer una correlacion entre los efectos de la serotonina sobre
cascadas transduccionales y la morfologia neuronal es que se realizaron experimentos a
baja densidad neuronal, que desde el punto de vista metodoldgico fue dificultoso. Luego de
la estimulacion por 10 min se observa un incremento variable de los niveles de la Akt-p
fosforilada, destacandose que no existe variacion en el estado de fosforilacion de la
GSK-3B; resultado semejante a lo observado en cultivos mantenidos a una alta densidad
celular. En contraste, por la presencia de la serotonina se observd una tendencia al
incremento en los niveles de la cofilina-p. Mas aun, la serotonina induce una tendencia al
alza en los niveles de la ERK fosforilada y que en concordancia, ésta disminuye no

significativamente por el tratamiento con WAY-100635 (Figuras 36 y 37).

Efectos de los agonistas serotoninérgicos sobre la morfologia dendritica a los 8 DIV

Con el objetivo de precisar el aporte de los agonistas serotoninergicos sobre la morfologia
neuronal y cuales de los receptores estan involucrados en los cambios, se analizaron
neuronas a los 7 DIV que presentan una mayor madurez, ya que a este dia del cultivo se

asegura que las neuronas se encuentren en un estadio avanzado de su desarrollo
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Figura 34. Efecto de los antagonistas WAY y SB269970 sobre los cambios en el estado de
fosforilacion de ERK promovida por los agonistas SOH-DPAT y 5-HT a los 7 DIV. Las células
se estimularon durante 5 min con 100 nM de 80OH-DPAT y 5-HT en ausencia y presencia de 1 pM

de los antagonistas WAY y SB269970. Los valores se normalizaron respecto al control (sin
estimulo) y representan el promedio + E.E.M. de 3 cultivos independientes. Los datos se analizaron
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mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y post-test de Dunns.

(A) Variacion de los niveles de ERK-p (44 kDa) en respuesta a los agonistas y antagonistas.
80H-DPAT (p>0,05). 5-HT (p>0,05).
(B) Variacion de los niveles de ERK-p (42 kDa) en respuesta a los agonistas y antagonistas.
80H-DPAT (p>0,05). 5-HT (p>0,05).
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Figura 35. Efecto de los antagonistas WAY y SB269970 sobre los cambios en el estado de
fosforilacion de ERK promovida por los agonistas 80OH-DPAT y 5-HT a los 7 DIV. Las células
se estimularon durante 15 min con 8OH-DPAT 100 nM y 5-HT en ausencia y presencia de 1 uM de
los antagonistas WAY y SB269970. Los valores se normalizaron respecto al control (sin estimulo)
y representan el promedio + E.E.M. de 3 cultivos independientes. Los datos se analizaron mediante
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y post-test de Dunns.

(A) Variacion de los niveles de ERK-p (44 kDa) en respuesta a los agonistas y antagonistas.
80H-DPAT (p>0,05). 5-HT (p>0,05).

(B) Variacion de los niveles de ERK-p (42 kDa) en respuesta a los agonistas y antagonistas.
80H-DPAT (p>0,05). 5-HT (p>0,05).
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Figura 36. Efecto de los antagonistas WAY y SB269970 sobre los cambios en el estado de
fosforilacion de Akt, GSK-3p y cofilina promovida por 5-HT a los 7 DIV, en células
sembradas a baja densidad. Las células se estimularon durante 10 min con 5-HT 100 nM en
ausencia y presencia de 1 uM de los antagonistas WAY y SB269970. Los valores se normalizaron
respecto al control (sin estimulo) y representan el promedio + E.E.M. de 2-3 cultivos
independientes. Los datos se analizaron mediante el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis y post-test de Dunns. (A) Variacion de los niveles de Akt-p en respuesta a los
agonistas y antagonistas (n=2) (B) Variacion de los niveles de GSK-3B-p en respuesta a los
agonistas y antagonistas. (p>0,05). (C) Variacion de los niveles de la cofilina-p en respuesta a los
agonistas y antagonistas. (p>0,05).

Cofilina-P/Cofilina-T

74



250+

200+

- 100 nM 5HT

1501 B 100 nM 5HT + 1 uM WAY
B  00nmvsHT+1pvSB

1004- - -

ERK-P/ERK-T

2001

1504

1001 — N - - - - - - - - -

504

ERK-1-P/ERK-1-T

200+

1504

100-= - -

50+

ERK-2-P/ERK-2-T

Figura 37. Efecto de los antagonistas WAY y SB269970 sobre los cambios en el estado de
fosforilacion de ERK promovida por 5-HT a los 7 DIV, en células sembradas a baja densidad.
Las células se estimularon durante 10 min con 5-HT 100 nM en ausencia y presencia de 1 uM de
los antagonistas WAY y SB269970. Los valores se normalizaron respecto al control (sin estimulo)
y representan el promedio + E.E.M. de 3 cultivos independientes. Los datos se analizaron mediante
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y post-test de Dunns. (A) Variacion de los niveles de
ERK1/2-p en respuesta a los agonistas y antagonistas. (p>0,05). (B) Variacion de los niveles de
ERK1-p en respuesta a los agonistas y antagonistas. (p>0,05). (C) Variaciéon de los niveles de
ERK2-p en respuesta a los agonistas y antagonistas. (p>0,05).
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morfolégico, donde las dendritas y axon estan establecidos, pero aun son potencialmente
plasticas. Al igual que a los 2 DIV, las neuronas con 7 DIV se estimularon por 24 horas y
fueron fijadas a los 8 DIV. Posteriormente fueron analizadas tanto en su complejidad

dendritica como en el nimero y largo dendritico.

5.7.1 Efecto del BOH-DPAT y los antagonistas WAY-100635 y SB269970

En la Figura 38, se muestran imagenes representativas de neuronas a los 8 DIV posterior a
las 24 horas de incubacién con 80OH-DPAT y en presencia y ausencia de los antagonistas
WAY-100635 y SB269970. Estas neuronas fueron marcadas para MAP2A y faloidina
rodamina. Se observa que el estimulo con 80OH-DPAT no provoca cambios sustanciales en
la morfologia; no obstante el antagonismo del 5HT7-R y la posterior adicion del agonista,
pareciera incrementar el nimero de dendritas. Para analizar las consecuencias de agonistas
y antagonistas sobre la morfologia se procedieron a realizar el anéalisis de Sholl y

determinacion del nimero y largo dendritico.

Del andlisis de Sholl se desprende que el estimulo de 24 h con 80H-DPAT, no afecta la
complejidad dendritica. Sin embargo, la estimulacion con 80H-DPAT posterior a la
adicion de SB269970, pero no de WAY-100635, produce un desplazamiento hacia la
izquierda en el analisis de Sholl indicando una disminucion significativa en la complejidad
entre los 20-30 um (Figura 39). Este resultado sugiere que el 80OH-DPAT activa a méas de
un receptor y que de acuerdo a los antagonistas utilizados uno de ellos corresponderia al
5HT;-R. Se observa que la adicién de ambos antagonistas por si solos no producen cambios

en la complejidad neuronal (ver inserto Figura 39).

5.7.2 Efecto del BOH-DPAT sobre el nimero, largo total y largo promedio de dendritas

El estimulo con 80H-DPAT no produce efectos sobre el numero, largo total y largo

promedio de las dendritas primarias (Figuras 40-42). Sin embargo, el 80H-DPAT
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Control 8OH-DPAT 100 nM

8OH-DPAT 100 nM + WAY 1 uM 8OH-DPAT 100 nM + SB269970 1 uM

Figura 38. Iméagenes representativas de neuronas 8 DIV utilizadas para medicién de la
morfologia dendritica. Las neuronas se cultivaron durante 7 dias y se estimularon por 24 horas. A
los 8 DIV se fijaron e inmuno tifieron con MAP2A (marcador dendritico, fluorescencia verde) y con
faloidina-rodamina (marcador de citoesqueleto de actina, fluorescencia roja), junto con la tincién
nuclear Hoechst (fluorescencia azul). Se utiliz6 un microscopio confocal DSU, objetivo 40X. Los
canales se integraron a través del programa ImageJ. La barra representa 50 um. Las neuronas
cuantificadas corresponden a 3 cultivos independientes (control n= 280; 80H-DPAT 100 nM
n=102; 80OH-DPAT + WAY n=125y 80H-DPAT 100 nM + SB269970 1uM n=101).
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posterior a la adicion de SB269970, promueve un aumento significativo del nimero de
dendritas primarias menores de 40 um, disminuye el largo dendritico promedio de dendritas
primarias mayores y menores a 40 um. Adicionalmente, el 80OH-DPAT promueve un
aumento en el largo dendritico promedio de dendritas secundarias > 20 um, efecto que es
antagonizado por WAY-100635 y SB269970 (Figura 42).

En resumen, estos resultados sugieren, que la activacion del 5HT,-R aumenta la
complejidad dendritica, cambios asociados a un mayor crecimiento de las dendritas
primarias. Por otra parte, los receptores 5HT1a y 5HT>, estimulan el crecimiento de las
dendritas secundarias. Se observa que la adicion de ambos antagonistas por si mismo no

provoca cambios sobre la morfologia dendritica (Figuras 40-42).

5.7.3 Efecto de la serotonina y los antagonistas WAY-100635 y SB269970

La Figura 43 se muestran imagenes representativas de neuronas a los 8 DIV posterior a las
24 h de su incubacion con serotonina y los antagonistas WAY-100635 y SB269970. Las
neuronas fueron marcadas para MAP2A vy faloidina rodamina. Se destaca que el estimulo
con 5-HT, provoca cualitativamente una disminucién en el ndmero y largo dendritico,
efecto prevenido por el WAY. El estimulo con serotonina promueve un desplazamiento
hacia la izquierda en el analisis de Sholl. Esta modificacion se debe a una disminucion
significativa del namero de intersecciones entre los 40-50 y 80-90 um de distancia desde el
soma; efecto prevenido por WAY-100635 y no por el SB269970, sugiriendo que la

activacion del 5SHT14-R disminuiria la complejidad dendritica (Figura 44).

78



- control
-+ WAY
-+ SB

-~ Control
= 8-OH-DPAT 100 nM
-+ 8-OH- DPAT + WAY 1uM

124

Numero de intersecciones / neurona

T

Numero de intersecciones / neurona
2

Distancia desde el soma, pm

-e- Control

12 -+ 8-OH-DPAT 100 nM
g -+ 8-OH-DPAT + SB269970 1 uM
S
5 *
2 o
@ #
c
i)
Q
3 o
0
L
£
o
©
o 31
@
1S
S
pd

o

s 0 Y ® < & o ® LY RS

Distancia desde el soma, um

Figura 39. Efecto del 8OH-DPAT sobre la complejidad dendritica de cultivos primarios
hipocampales a los 8 DIV. Los cultivos se incubaron durante 24 h con 80H-DPAT 100 nM. Los
antagonistas WAY (A) y SB (B) se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e
inmuno tifieron contra MAP2A y el citoesqueleto de F-actina se marcé con faloidina-rodamina.
Inserto. Efectos de los antagonistas sobre la complejidad neuronal. EI nimero de intersecciones son
entregadas por el programa Bonfire. Las neuronas cuantificadas corresponden a 3 cultivos
independientes (control n= 280; 80H-DPAT 100 nM n=102; 80H-DPAT + WAY n=125 y
80H-DPAT 100 nM + SB269970 1uM n=101). Los datos representan el promedio + EEM. Los
datos fueron analizados mediante el test de ANOVA para cada condicidn y seguido del post-test de
Bonferroni. Analisis de ANOVA A, p>0.05; B, p<0.05. Post-test: * = Control v/s 8-OH-DPAT+
SB269970, # = 8-OH-DPAT v/s 8-OH-DPAT + SB269970. *p< 0,05, “p< 0,05.
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Figura 40. Efecto de la estimulacion con 8OH-DPAT sobre el nimero de dendritas primarias,
secundarias y terciarias por neurona a los 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV se incubaron durante
24 h con 80OH-DPAT 100 nM. Los antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista.
Las neuronas se fijaron e inmuno tifieron contra MAP2A vy el citoesqueleto de F-actina se marco
con faloidina-rodamina. Las neuronas cuantificadas corresponden a 3 cultivos independientes
(control n=280; 8OH-DPAT 100 nM n=102; B8OH-DPAT + WAY n=125 vy
80H-DPAT 100 nM + SB269970 1uM n=89). Los valores del numero dendritico son entregados
por el programa Neurond. Los datos representan el promedio + EEM. Los datos se analizaron
mediante el test de ANOVA para cada condicion y seguido del post-test de Bonferroni.

**p<0,01, *<p0,05.
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Figura 41. Efecto de la estimulacion con 80OH-DPAT sobre el largo dendritico total por
neurona a los 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV se incubaron durante 24 h con 80OH-DPAT 100
nM. Los antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e
inmuno tifieron contra MAP2A y el citoesqueleto de F-actina se marcé con faloidina-rodamina.
Para determinar el largo dendritico total, se sumd el largo de las dendritas primarias, secundarias y
terciarias de cada neurona. Las neuronas cuantificadas corresponden a tres cultivos independientes
(control n=280; 80OH-DPAT 100 nM n=102; 80OH-DPAT + WAY n=125 y 80OH-DPAT 100 nM +
SB269970 1uM n=89). Los valores del largo dendritico son entregados por el programa NeuronJ.
Los datos representan el promedio £ EEM. Los datos se analizaron mediante el test de ANOVA
para cada condicion y seguido del post-test de Bonferroni.
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Figura 42. Efecto de la estimulacion con 80OH-DPAT sobre el largo dendritico promedio por
neurona a los 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV se incubaron durante 24 h con 8OH-DPAT 100
nM. Los antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e
inmuno tifieron contra MAP2A y el citoesqueleto de F-actina se marcé con faloidina-rodamina.
Para determinar el largo dendritico promedio, se sumé el largo de las dendritas primarias,
secundarias y terciarias de cada neurona y se dividi6 por el nimero de dendritas. Las neuronas
cuantificadas corresponden a tres cultivos independientes (control n=280; 80H-DPAT 100 nM
n=102; 80OH-DPAT + WAY n=125 y 80H-DPAT 100 nM + SB269970 1uM n=89). Los valores
del largo dendritico son entregados por el programa NeuronJ. Los datos representan el promedio +
EEM. Los datos se analizaron mediante el test de ANOVA para cada condicion y seguido del
post-test de Bonferroni. ** p< 0,01, *p< 0,05.
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Control 5-HT 100 nM

5-HT 100 nM + WAY 1 pM 5-HT 100 nM + SB269970 1 uM

Figura 43. Imagenes representativas de neuronas 8 DIV utilizadas para medicién de
morfologia dendritica. Las neuronas se cultivaron durante 7 dias y se estimularon por 24 horas. A
los 8 DIV se fijaron e inmuno tefiidas con MAP2A (marcador dendritico, fluorescencia verde) y con
faloidina-rodamina (marcador de citoesqueleto de actina, fluorescencia roja), junto con la tincién
nuclear Hoechst (fluorescencia azul). Se utiliz6 un microscopio confocal DSU, objetivo 40X. Los
canales fueron integrados a través del programa ImageJ. La barra representa 50 um. Las neuronas
cuantificadas corresponden a 3 cultivos independientes (Control=280, 5HT 100 nM =119, 5HT 100
nM + WAY 1 pyM =152 y 5HT 100 nM + SB2699701 uM =82).
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Figura 44. Efecto de la 5-HT sobre la complejidad dendritica de cultivos primarios de
hipocampo de rata 8 DIV. Los cultivos se incubaron durante 24 h con 5-HT 100 nM. Los
antagonistas WAY (A) y SB (B) se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e
inmuno tifieron contra MAP2A y el citoesqueleto de F-actina se marcé con faloidina-rodamina. El
nimero de intersecciones son entregados por el programa Bonfire. Las neuronas cuantificadas
corresponden a tres cultivos independientes (control n=280, 5HT 100 nM n=119, 5HT 100 nM +
WAY 1 pM n=152, y 5-HT 100 nM + SB269970 1uM n=82. Los datos representan el promedio +
EEM. Los datos fueron analizados mediante el test de ANOVA para cada condicién y seguido del
post-test de Bonferroni. Analisis de ANOVA, A, p<0,001; B, p<0,05. Post-test: * = Control v/s
5-HT, = = control v/s 5-HT + WAY, # = 5-HT vs 5-HT + WAY. *p < 0,05, * p< 0,05,%p<0,05,
% p<0,01, "7 " p<0,001.
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5.7.4 Efecto de la serotonina sobre el nimero, largo dendritico total y largo dendritico promedio

El estimulo con serotonina no produce modificaciones en el nimero de dendritas primarias
y secundarias. Al analizar el efecto de este agonista sobre dendritas clasificadas de acuerdo
a su largo, se observa que la serotonina incrementa el nimero de las primarias menores a 40
pum. En cambio, reduce el nimero de dendritas primarias y secundarias mayores de 40 um

y 20 um respectivamente, efecto prevenido sélo por el WAY-100635 (Figura 45).

El estimulo con serotonina promueve una disminucion del largo total de dendritas
primarias, sin afectar las secundarias, efecto prevenido s6lo por el WAY-100635. Este
efecto es observado en las dendritas primarias mas largas (> 40 um) (Figura 46).
Adicionalmente, se observéd que el estimulo de la serotonina posterior al tratamiento con
WAY-100635, aumenta significativamente el largo de dendritas secundarias mayores a 20
pm, con respecto a la serotonina, sugiriendo que la accion del 5HT14-R sobre la morfologia
se relaciona con una disminucién del largo dendritico (Figura 46). El estimulo con
serotonina provoca una disminucién del largo promedio de dendritas primarias y no de las
secundarias. El efecto observado se refleja en una disminucion del largo de dendritas

primarias mayores a 40 um, efecto prevenido solo por el WAY-100635 (Figura 47).

En resumen se puede sugerir que la activacion del 5HT;4-R, disminuye el crecimiento de

las dendritas primarias mayores de 40 um y probablemente, las secundarias mayores de 20

um.
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Figura 45. Efecto de la estimulacion con 5-HT sobre el numero de dendritas primarias,
secundarias y terciarias por neurona a los 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV se incubaron durante
24 h con 5-HT 100 nM. Los antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las
neuronas se fijaron e inmuno tifieron a los 8 DIV contra MAP2A y el citoesqueleto de F-actina se
marcé con faloidina-rodamina. Las neuronas cuantificadas corresponden a tres cultivos
independientes (control n=280; 5-HT 100 nM n=119; 5-HT + WAY n=152 y 5-HT 100 nM +
SB269970 1uM n=81). Los valores del nimero dendritico son entregados por el programa
NeuronJ. Los datos representan el promedio = E.E.M. Los datos se analizaron mediante el test de
ANOVA para cada condicion y seguido del post- test de Bonferroni. *** p<0,001, ** p < 0,01,
*p<0,05.
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Figura 46. Efecto de la estimulacion con 5-HT sobre el largo dendritico total por neurona a
los 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV se incubaron durante 24 h con 5-HT 100 nM. Los antagonistas
WAY vy SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron e inmuno tifieron a los 8
DIV contra MAP2A vy el citoesqueleto de F-actina se marcO con faloidina-rodamina. Para
determinar el largo dendritico total, se sumo el largo de las dendritas primarias, secundarias y
terciarias de cada neurona. Las neuronas cuantificadas corresponden a tres cultivos independientes
(control n=280; 5-HT 100 nM n=119; 5-HT + WAY n=152 y 5-HT 100 nM + SB269970 1uM
n=81). Los valores del nimero dendritico son entregados por el programa NeuronJ. Los datos
representan el promedio + EEM y se analizaron mediante el test de ANOVA no paramétrico de
Kruskal-Wallis y post-test de Dunns. Los datos se analizaron mediante el test de ANOVA para cada
condicion y seguido del post-test de Bonferroni. *** p<0,001, ** p < 0,01, *p<0,05.
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Figura 47. Efecto de la estimulacion con 5-HT sobre el largo dendritico promedio por neurona
a los 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV se incubaron durante 24 h con 5-HT 100 nM. Los
antagonistas WAY y SB se agregaron 30 min previo al agonista. Las neuronas se fijaron a los 8
DIV e inmuno tifieron contra MAP2A y el citoesqueleto de F-actina se marcé con
faloidina-rodamina. Para determinar el largo dendritico promedio, se sumd el largo de las dendritas
primarias, secundarias y terciarias de cada neurona y se dividié por el nimero de dendritas. Las
neuronas cuantificadas corresponden a tres cultivos independientes (control n=280; 5-HT 100 nM
n=119; 5-HT + WAY n=152 y 5-HT 100 nM + SB269970 1uM n=81). Los valores del largo
dendritico son entregados por el programa NeuronJ. Los datos representan el promedio + EEM. Los
datos se analizaron mediante el test de ANOVA para cada condicion y seguido del post-test de
Bonferroni. *** p< 0,001, ** p< 0,01, *p< 0,05.
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DISCUSION

La 5-HT es el primer neurotransmisor sintetizado en el cerebro durante el desarrollo y se ha
sugerido que ejerce acciones tréficas participando en la regulacion del desarrollo del SNC.
Asimismo, la 5-HT regula varios procesos como la proliferacién, morfogénesis, migracion

neuronal y la formacion de sinapsis entre otros (Buznikov y cols., 2001).

La diferenciacion temprana del sistema serotoninérgico en el SNC sugiere que esta
molécula modula el desarrollo de otros sistemas de neurotransmision (Daubert y cols.,
2010). Se ha documentado que en el tronco encefdlico de rata, las neuronas
serotoninérgicas pueden ser identificadas en E12 (Patel y cols., 2005) y donde la aparicion
de axones profusamente ramificados que proyectan a distintas areas del cerebro, coincide
con el inicio de los eventos de diferenciacion y crecimiento neuronal (Patel y cols., 2005).
A su vez, se ha documentado en roedores que la arborizacién de los terminales
serotoninérgicos procede hasta el dia 21 posnatal (Lidov y cols., 1982), periodo que
coincide con los mayores niveles de serotonina en el cerebro (Buznikov y cols.,
2001;Whitaker-Azmitia 2005).

Adicionalmente, la 5-HT se ha involucrado en varios aspectos del desarrollo neuronal,
como en el crecimiento y complejidad dendritica (van Kesteren y cols., 2003). Estas
acciones pueden llevarse a cabo a través de la activacion diferencial de los receptores
serotoninérgicos y/o de sus efectores rio abajo expresados en estadios apropiados o
importantes en el desarrollo del cerebro (Bonnin y cols., 2006). En la actualidad existe
escasa informacion sobre la contribucion de los receptores serotoninérgicos en el desarrollo
del SNC y mas aun cuales son las cascadas transduccionales asociadas a €s0s procesos.
Respecto a esto ultimo, existen aproximaciones usando modelos celulares no neuronales
modificados para que sobre-expresen los distintos subtipos de receptores serotoninergicos;
sin embargo estos modelos ampliamente utilizados han sido escasamente validados en
neuronas Y lineas neuronales (Albert y cols., 1999; Liu y cols., 1999; Cowen y cols., 1996;
Hsiung y cols., 2005; Norum y cols., 2003; Lin y cols., 2003; Johnson-Farley y cols., 2005:
Cowen y cols., 2005). Mediante el uso de cultivos primarios de neuronas hipocampales,
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6.1

esta Tesis ha contribuido al conocimiento sobre el cambio de los niveles de los receptores
5HT;a, 5HT7 y el acoplamiento a cascadas transduccionales durante la evolucion del
cultivo, como asi mismo, el efecto de la activacion de estos receptores sobre la morfologia
dendritica, cambios que podrian homologarse a lo que ocurre in vivo durante el desarrollo

embrionario.

Distribucion del receptor 5HT;4 en cerebro durante el desarrollo y en adultez

Se ha demostrado que el transcrito del 5HT14-R se detecta en cerebro fetal de roedores en
el estadio E12, llegando a un nivel maximo en E15 para disminuir progresivamente a
niveles muy bajos justo previo al nacimiento (E20) (Hillion y cols., 1993). Mas aun, la
expresion del 5HT1a-R durante el desarrollo embrionario coincide con la migracion de
neuronas jovenes a la capa neural definitiva (Patel y cols., 2005). Se ha descrito que
después del nacimiento, ocurre una expresion temprana del receptor a nivel del nucleo del
rafe y ademas se observa transitoriamente en neuronas del cerebelo y motoras (Miquel y
cols., 1994). A nivel hipocampal, las neuronas comienzan a expresar el 5HT14-R alrededor
del E16; justamente 1-2 dias de haber completado la mitosis y en donde la mayoria de las
células lo hacen antes de migrar a su estrato laminar (Patel y cols., 2005). Esto contrasta
por ejemplo con el 5HT,-R que se expresa tardiamente durante el desarrollo posnatal (Patel
y cols., 2005). Estos antecedentes han permitido plantear que durante el desarrollo
embrionario la expresion temprana del 5HT;a-R en neuronas hipocampales ejerceria
diversas funciones asociadas a la formacion del hipocampo, incluyendo la migracion,

diferenciacion y crecimiento neuronal (Patel y cols., 2005).

Mas aun, durante el desarrollo posnatal se detecta el 5SHT;a-R en las espinas dendriticas y
una redistribucion desde el soma hacia las dendritas basales y apicales; fendmeno
observado tanto en neuronas piramidales como las granulares del hipocampo (Patel y cols.,
2005). Se ha planteado que la redistribucion de los receptores podria responder a cambios
en el tipo de accién de la 5-HT (Patel y cols., 2005). Es decir, la ubicacion somaética del

receptor favoreceria cambios en la expresion génica regulando el crecimiento celular y la
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6.2

ubicacién dendritica regularia la morfologia neuronal (Patel y cols., 2005). Adicionalmente,
se ha descrito que la distribucion somato-dendritica del 5HT;a-R observada tempranamente
en el hipocampo prevalece en animal adulto; localizdndose también extra-sinapticamente
(Riad y cols., 2000). Por otro lado, se ha sugerido que los receptores dendriticos en las
neuronas hipocampales maduras permitiria disminuir la excitabilidad neuronal; evento que
se relacionaria con el periodo en el cual las sefiales excitadoras se comienzan a integrar
(Riad y cols., 2000).

En animal adulto, este receptor se detecta en la capa subgranular del GD del hipocampo y
su activacion aumenta la neurogénesis en esta area (Gould 1999). A su vez, el 5HT;a-R
estd profusamente distribuido en la corteza, septum, amigdala, nucleos taldmicos e
hipotdlamo (Aznar y cols., 2003), lo que predice una accion sobre distintas funciones
cerebrales. Estudios en animales knock-out para este receptor, evidencian un rol en la
respuesta del estrés, en la generacion de conductas tipo ansiosa, generacion de
comportamiento tipo depresivo y mas aun, ejerceria un rol primordial en la respuesta a
farmacos antidepresivos que incrementan la accion de la 5-HT (Gross y cols., 2002). No
obstante, las alteraciones en el comportamiento observadas en un sujeto adulto quizas se
relacionan a modificaciones en las acciones reguladoras de la 5-HT sobre el

remodelamiento dendritico que ocurren durante el desarrollo.

Niveles y distribucién celular del receptor 5HT; 4 en cultivos hipocampales

En esta Tesis se determinaron mediante inmuno-western los niveles del 5HT1a-R en
cultivos hipocampales obtenidos de E18. En esta etapa del desarrollo en el hipocampo se ha
detectado inmuno-reactividad del 5HT;a-R en las neuronas del cuerno de Ammon (CA) y
en interneuronas presentes en el GD y del stratum radiatum y stratum oriens (Patel y cols.,
2005). En esta Tesis, se determind a los 2 DIV inmunoreactividad para el 5HT14-R en

extractos proteicos, cuyos niveles permanecieron constantes hasta los 14 DIV. Estos
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6.3

resultados se condicen con la expresion temprana del receptor en neuronas del hipocampo
en E16 (Patel y cols., 2005).

Con la idea de determinar cambios en el patron de distribucion del receptor en las neuronas,
se realizaron ensayos de inmunocitoquimica y aunque fue dificultoso, se detect6 en forma
fiable una localizacion fundamentalmente somaética a los 4 DIV. En cambio, este patron
vario a una localizacion somato-dendritica a los 8 DIV; sugiriendo una polarizacion de la
distribucion del 5HT;a-R en funcion de la madurez del cultivo y en forma independiente de
sus niveles. Aunque en esta Tesis no se exploraron los mecanismos asociados a esta
polarizacién, recientemente se ha descrito que en cultivos primarios transfectados con el
5HT1a-R a los 7 DIV, presentan una distribucion somato-dendritica mediada por una
proteina adaptadora denominada YiflB (Carrel y cols., 2008). Esta proteina interactda con
la porcion C-terminal del 5HT;a-R, permitiendo la localizacion dendritica del receptor a
través de la participacion de pequefias vesiculas (Carrel y cols., 2008). Sin embargo, no se
han descrito cambios en la expresion de la YiflB durante estadios importante para la

polarizacion del 5HTa-R.

Receptor 5HT;a Y Su asociacion a cascadas transduccionales: modelos neuronales y no

neuronales

Existen pocos antecedentes sobre cascadas transduccionales asociadas a la actividad de los
receptores serotoninérgicos, tanto en neuronas como en tejido cerebral. Estudios
electrofisiolégicos han demostrado que la activacion del 5HT1a-R en neuronas
serotoninérgicas del ntcleo del rafe e hipocampales induce la activacion de Gaiyo, liberacion
del complejo By y la activacion de un canal rectificador de K* (GIRK), permitiendo una
hiperpolarizacion celular (Polter y cols., 2010) (Figura 48). Adicionalmente, la
administracion prolongada de un agonista del 5HT;a-R a nivel del rafe resulta en la

desensibilizacion mediada por la internalizacion del receptor (Riad y cols., 2001).
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Por otro lado, se ha demostrado que la administracion de agonista del 5SHT;a-R BAY3702
promueve una reduccion en la frecuencias de disparo de los potenciales de accion en
neuronas piramidales CA3 y la administracion mantenida del agonista durante 48 horas
sigue produciendo el mismo efecto (Dong y cols., 1998). Los autores de este trabajo
concluyen que al menos el receptor pos-sindptico en neuronas hipocampales no se
desensibiliza y es probable que esté relacionado a la apertura del GIRKs (Dong y cols.,
1998). De acuerdo a esta evidencia los receptores pos-sinapticos 5HT;a presentes en

hipocampo no sufririan desensibilizacion.

6.3.1 Activacion del receptor 5HT;4 y su relacion con la actividad adenilato ciclasa

Mediante técnicas de transfeccion del 5HT;a-R humano en diferentes lineas celulares, ha
permitido establecer los transductores asociados a la sefializacion del receptor. En la linea
celular HEK?293, la activacion del 5HT14-R reduce los niveles de AMPc a través de la
inhibicion de la AC tipo I efecto mediado por Gayp (Albert y cols., 1999). Sin embargo, se
ha descrito en células HEK293 co-transfectadas con el 5HT;4-R y con la AC 1l que la
adicion del agonista aumenta los niveles de AMPc, efecto bloqueado por toxina pertussis lo
que sugiere la participacion de la proteina ai/0 (Albert y cols., 1999). De forma similar, se
ha descrito en lineas hipofisarias que expresan el 5SHT;a-R, la ACII y Gai, que el agonista
promueve un aumento de los niveles de AMPc (Liu y cols., 1999). Interesantemente, en
células HEK293 y mediante estudios de co-transfeccion con el dominio carboxilo terminal
de GRK2, que actia como un secuestrador de Gy, se demostro que la activacion del
5HT;a-R libera el complejo Py, activando a la ACII (Albert y cols., 1999). Este mismo
trabajo, mostro que la co-transfeccion con ACII y solo con Gai,, promueve un aumento en
los niveles de AMPc en forma independiente del agonista, sugiriendo una activacion
constitutiva del receptor dependiente de Gai, (Albert y cols., 1999). En contraste, la
presencia de Goaj; junto a Gojz produce una disminucion de los niveles de AMPc,
sugiriendo que la accion de la Gajz predomina sobre los efectos de la Gaj, (Liu y cols.,

1999). De acuerdo a estos antecedentes, la sefializacion asociada al 5HT14-R depende del
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tipo de subunidades a presentes en las células y mas ain de la existencia de otras isoformas

que pueden redireccionar el mecanismo de transduccion de sefiales.

Adicionalmente, en hipocampo de rata in vivo, la activacion del 5HT;a-R estimula la
formacion de AMPc (Cadogan y cols., 1994) efecto mediado por las subunidades Gy
producto de la activacion de proteinas Goi/GO (Federman y cols., 1992); efecto similar al
reportado en lineas celulares co-transfectadas con el receptor humano (Albert y cols.,
1999). Mediante estudios inmunohistoquimicos, se ha demostrado que la ACII se localiza
en el cuerpo celular y dendritas de las neuronas hipocampales (Baker y cols., 1999). A
diferencia de los estudios realizados en lineas celulares, se desconoce la contribucion del
acoplamiento entre otras subunidades o con la ACII en neuronas hipocampales. Por otro
lado, respecto a la desensibilizacion del 5HT;a-R por estimulacion persistente con
agonistas, se ha informado que el receptor acoplado a AC y cuya activacion disminuye los
niveles de AMPc, no se desensibiliza en respuesta a la administracion de un agonista
durante 2 h (Varrault y cols., 1991).

6.3.2 Activacion del receptor 5HT14 y su relacion con la via de las MAPK

Se ha demostrado en células CHO transfectadas con el 5HT;4-R humano que la 5-HT 100
nM y 80OH-DPAT 1uM promueven la activacion de las ERK (Cowen y cols., 1996;Hsiung
y cols., 2005); efecto prevenido por los antagonistas de este receptor como el MPPI y
WAY-100635 (Cowen y col., 1996, Errico y col., 2001) y por toxina pertussis (Cowen y
cols., 1996;Garnovskaya y cols., 1996;Hsiung y cols., 2005). Transfecciones similares del
receptor pero realizadas en las células CHO-K1 que expresan las proteinas Giq, Gi Y €n
menor cantidad la proteina G, mostraron que la 5-HT 1-10 uM promueve la fosforilacion
de las ERK1/2 en Tyr204 (Garnovskaya y cols., 1996;Garnovskaya y cols., 1998); efecto
prevenido por inhibidores especificos de tirosinas quinasas tipo Src (Garnovskaya y cols.,
1998).
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Estos resultados en su conjunto demuestran en estas lineas celulares que la activacion de las
ERK a través del 5SHT;a-R depende de una proteina G; 0 Go. Garnovskaya y cols., en el afio
1996, determinaron en células CHO que la sefalizacion del 5HT1a-R involucra a las
subunidades Gai/0 y ademds a las subunidades Py como transductores. Mas atn, células
CHO transfectadas con un miniconstructo que contiene el carboxilo terminal de JARK-1
(61-CT) que actua como secuestrador de las subunidades By, disminuye la activacion de las
ERK promovida por la 5-HT (Garnovskaya y cols., 1996). Esto indica que la liberacion de
las subunidades By inducida por la actividad del 5SHT14-R es requerido para la activacion de
las ERKs y mé&s aln que en este proceso se induce la formacién de un complejo
multimolecular que incluye a Grb2, p46°™, p52°™, el cual es requerido para la activacién de
Sos, que a su vez es un activador de la via ras/raff MEK (Garnovskaya y cols., 1996)
(Figura 48).

Adicionalmente, se demostré en células CHO-1A-27 que el aumento en los niveles de
ERK1/2-p inducido por 5-HT, es prevenido por la adicion de BABTA, un secuestrador de
Ca®*, y un inhibidor de la proteina calmodulina (CaM) como las fenotiazinas (Della Rocca
y cols., 1999). Asi mismo, la inhibicién de la CaM redujo el efecto de Src y Ras, pero no de
Raf y MEK, sugiriendo que el complejo Ca**/CaM se requiere rio abajo de la activacion de
Ras, pero rio arriba de la activacion de Raf y MEK (Della Rocca y cols., 1999). Ademas, en
células HEK?293, se ha determinado que el 5HT1a-R induce la endocitosis mediada por
clatrina asociada a dinamina y con la participacion de (-arrestina; evento requerido para la
activacion de la ERK y que ademas requiere de CaM (Della Rocca y cols., 1999) (Figura
48). Respecto al rol de la CaM, se ha establecido que el tercer loop del receptor contiene
dos sitios de union para la CaM; sugiriendo una participacion directa sobre la funcién del
5HT1a-R (Turner y cols., 2004). En resumen, la activacion de las ERK en lineas celulares

no neuronales es mediada a través de la internalizacion del receptor.
En células CHO, la adicién de inhibidores de las PI3Ks (wortmannina y Ly29402), el uso

de un dominante negativo de la subunidad p85 de la PI3K y un inhibidor de la fosfolipasa C

especifica para fosfatidilcolina (PC-PLC), han mostrado que la activacion de la ERK
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mediada por el 5HT1a-R participan las vias de la PI3K y PC-PLC (Cowen y cols.,
1996;Garnovskaya y cols., 1996;Garnovskaya y cols., 1998;Hsiung y cols., 2005). En este
mismo tipo celular, se ha mostrado que la activacion de la caspasa-3 inducida por la
privacion de suero, se previene por agonistas del 5HT;a-R, fendmeno asociado a las vias
PI3K-Akt y ERK. Ademas, en este estudio se determind un aumento de la translocacion de
NF«B al nucleo, efecto atribuido a la accion de Akt sobre la degradacion de IKBa (Hsiung
y cols., 2005) (Figura 48).

Resumiendo la evidencia en estos modelos celulares no neuronales es que se puede plantear
que tras la activacion del receptor se induce la activacion de ai/o0 y la liberacion de By el
, PS
MEK-ERK a través de la internalizacion del receptor mediante un proceso dependiente de

GShC ZShC

cual forma un complejo macromolecular Grb2, p4 que activa Sos Yy la via Ras-
clatrina, dinamina y p-arrestina y de Ca*/CaM. Por otra parte, las proteinas PI3K y
PC-PLC contribuyen también a la activacion.

Aunque las vias propuestas se han logrado en lineas celulares a través de la sobre-expresion
del receptor humano junto con las proteinas ai y algunos efectores, el conocimiento de su
operatividad en neuronas no ha sido del todo comprobado. En una linea celular de
hipocampo HN2-5 inmortalizada y que sobre-expresa el 5HT;a-R, se observé que la
estimulacién con 1uM de 80OH-DPAT, aumenta lenta y sostenidamente la activacion de las
ERK, a través de un mecanismo que depende de la proteina Gai/0 y de la activacion de la
PI3K (Adayev y cols., 1999) (Figura 48). Adicionalmente, estos autores demostraron que el
5HT:a-R activa la PLCB y que a través de un aumento de Ca®*, conlleva a la inhibicién de
la caspasa-3 mediante la activacion de las ERK y PKCa (Adayev y cols., 1999;Adayev y
cols., 2003) (Figura 48). En los cultivos neuronales, la complejidad dendritica aumenta a
mayor tiempo del cultivo, por lo que hay que considerar el efecto del contacto neuronal
producto del crecimiento dendritico en la activacion basal de las proteinas de interés y por
lo tanto, es una variable que pudiese haber limitado la efectividad de los agonistas usados.
Sin embargo, estos resultados negativos, estan de acuerdo a lo observado por otros autores

en cultivo primario de hipocampo, donde la activacion de la ERK se asocia al 5SHT7-R
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(Errico y cols., 2001). Es decir la activacion de los 5SHT;4-R en cultivo primario neuronales
no esta acoplado a la activacion de las ERK. En esta Tesis observamos en células de 7 DIV
que la estimulacién durante 5 y 15 min con 80OH-DPAT (agonista del 5HT14-R y 5HT7-R)
y 5-HT no aumenta en forma significativa los niveles de las ERK1/2 en cultivos realizados
tanto a alta y baja densidad celular, debido posiblemente a una alta fosforilacion basal de la
ERK.

De acuerdo a la evidencia discutida, es probable que en el fenotipo neuronal no ocurra la
asociacion del 5HT;a-R con efectores asociados a la via Ras-MEK-ERK a diferencia de lo
que ocurre en modelos celulares no neuronales donde se sobre-expresa tanto el receptor
como putativos efectores (Figura 48). Esto podria indicar que muchas de las relaciones
establecidas en estos modelos corresponden mas bien a un escenario favorable para la
asociacion de estos efectores con el receptor. Alternativamente, pudiese ser que muchos de
los efectores descritos en lineas celulares estén asociados a otras vias de sefializacion en
neuronas. Ademas, se podria aventurar que si ocurre la internalizacion del 5HT14-R, ésta no
mediaria la activaciéon de las ERK a diferencia de lo descrito en células HEK293 (Della
Rocca y cols., 1999) (Figura 48). Mas ain, como se describi6é anteriormente, el 5HT14-R
localizado post-sinapticamente en neuronas del area hipocampal no se desensibiliza,

quedando por establecer si este proceso ocurre 0 no en neuronas hipocampales en cultivo.

6.3.3 Activacion del receptor 5HT1a Y su relacién con la via de las PI3K-AKT-GSK-3

La relacion de causalidad entre la activacion de la Akt y la fosforilacion de la GSK-3B no
ha sido muy documentada en lineas celulares y en cultivos primarios hipocampales.
Aunque se ha descrito en roedor adulto que la activacion in vivo del 5HT,a-R, acoplado a la
activacion de la fosfolipasa C, induce una reduccion de la fosforilacion de GSK-3p en la
ser® (Li y cols., 2004), no se ha demostrado en cultivos hipocampales la contribucion de
este receptor sobre la fosforilacion basal e inducida de la GSK-3p. Estudios similares han

demostrado que, luego de 30 minutos de la administracion de 80OH-DPAT en ratdn en
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o s 308
forma sistémica, se observa un aumento de la fosforilacion en Thr™™" y en menor grado

473

sobre la Ser "~ de la Akt obtenida de extractos de hipocampos (Polter y cols., 2012). Estos

cambios se correlacionan con un incremento en la fosforilacion inactivante de la GSK-3p
(Li y cols., 2004;Polter y cols., 2011) que es atenuada por el WAY-100635, y no por un
antagonista del 5SHT,-R (SB258719), diferente al usado en esta Tesis. La interpretacion de
los estudios in vivo es compleja debido a que la administracion sistémica puede involucrar
tanto la activacion de auto receptores localizados en neuronas serotoninérgicas a nivel del
nucleo del rafe o de hetero receptores localizados en otras estructuras ademas del
hipocampo. Por lo tanto, no se descarta la posibilidad de que las variaciones en la
fosforilacion de la GSK-3B sean producto de la contribucion de efectos indirectos de
receptores serotoninérgicos localizados en diferentes areas cerebrales. Por lo tanto, el
resultado observado de la administracion sistémica de un agonista puede involucrar
cambios en el estado de fosforilacion de la GSK-3f producto de la activacion o inhibicién

de vias asociadas a otros neurotransmisores. Estos resultados en su conjunto muestran que

N S 308 .
el agonista in vivo promueve la fosforilacion de la Akt en la Thr™, residuo que es

. I 47 - - .
requerido para la fosforilacion en Ser 3 confiriéndole una maxima actividad quinasa

(Vanhaesebroeck y cols., 2000).

Demostramos en cultivos de 2 DIV que el agonista “selectivo” del SHTa-R, el 80H-

473

DPAT, aumenta la fosforilacion en Ser '~ de la Akt en un 100% del control, pero

308 tal como se

desconocemos si esta se acompafia por cambios en la fosforilacion de la Thr
ha reportado in vivo (Polter y cols., 2012). En neuronas mas maduras, es decir a los 7 DIV,
periodo en el cual se logra el estadio 4 asociado a una polarizacion funcional de los axones
y dendritas, se observd un incremento de apenas un 50% del control, aunque significativo.
Esto indica que a los 7 DIV existe un menor acoplamiento con la cascada que involucra a la
Akt. Recientemente se ha descrito en cultivos hipocampales de 17 DIV que la estimulacion
por 30 min con 5-HT 29 nM y 80H-DPAT 10 nM incrementan 3 veces la fosforilacién en
la Ser*”® de la Akt con respecto al control efecto asociado al 5HT;a-R (Chen y cols., 2007).

En cambio, se observa un aumento de un 30 % en la fosforilacion inactivante de la GSK-3f3
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(Chen vy cols., 2007). Esta informacion apunta a que la Akt probablemente tiene otros
efectores rio abajo o que la fosforilacion de la GSK-3B es regulada a través de la

participacion de fosfatasas.

En esta tesis se observé a los 2 DIV que el 80OH-DPAT aumenta la Akt-p, efecto
antagonizado por el WAY vy significativamente por el SB269970, sugiriendo que la
activacion del 5HT;a-R y del 5HT7-R puede ser responsable de este efecto. Una
explicacion plausible es que los cambios sobre la Akt-p sean producto de la activacion del
5HT;a-R y que éste receptor en estadios tempranos del cultivo no presente una
conformacién apropiada para la uniéon a su antagonista especifico (WAY-100635). En
contraste, en periodo de mayor madurez del cultivo, es decir a los 7 DIV, el 80H-DPAT
estimula la fosforilacion de la Akt, efecto disociado de la fosforilacién de la GSK-38,
pudiendo involucrar un receptor activado por el 80OH-DPAT y que mediante ensayos
farmacoldgicos no corresponden al 5HT14-R ni tampoco al 5SHT+-R.

También se puede considerar que a mayor madurez del cultivo ocurre mayor contacto entre
las neuronas modificando sustancialmente la respuesta a los agonistas. En apoyo a esta idea
y en forma preliminar, demostramos en cultivos de menor densidad que la 5-HT a través
del 5HT1a-R promueve la activacion de la Akt. Esta idea se refuerza ain més por los
hallazgos de Cowens y cols. en el afio 2005, que utilizando neuronas hipocampales de 5-7
DIV, mostraron un aumento de la fosforilacién en Ser*” de la Akt por 5CT, 80OH-DPAT o
5-HT observandose el efecto méximo con 100 nM (Cowen y cols., 2005), concentracion
similar a la utilizada en esta Tesis. Adicionalmente, el 5-CT, es un agonista de los
receptores 5HT14 y 5HT; con Ki= 1 nM y 0,1 nM respectivamente (Ruat y cols.,
1993;Hensler y cols., 1996) y de acuerdo a la concentracién utilizada por Cowens es
probable que ambos receptores fuesen activados. Aunque estos autores demostraron que el
efecto de 5-CT 100 nM fue prevenido por WAY-100635 1uM y no por SB269970 1M, no
describieron en los cultivos neuronales si el incremento en Akt-p inducido por 8OH-DPAT
era bloqueado por WAY-100635 ¢ SB269970.
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Aunque los resultados precedentes indican una relacion entre la activacion del 5SHT1a-R y
la fosforilacion de la Akt, no se ha explorado que dependa de la actividad PI3K en forma
similar a lo descrito en células CHO (Hsiung y cols., 2005) (Figura 48). Sin embargo, en
tejido hipocampal el 5SHT1a-R transduce a través de Gai/0 y por lo tanto, es factible que
similar a lo reportado en lineas celulares no neuronales el complejo By active a la PI3K
estimulando la fosforilacion de la Akt. Serd importante determinar a futuro en cultivos
neuronales y mediante el uso de inhibidores especificos como la wortmanina, si la

activacion de la PI3K conduce a la activacion de la Akt.

En esta Tesis observamos que el aumento de la Akt-p se acompafia por un leve incremento
de la fosforilacion en Ser® de su efector rio abajo, la GSK-3pB, efecto observado
fundamentalmente a los 2 DIV y no a los 7 DIV utilizando 80H-DPAT como agonista. Se
puede argumentar que este leve incremento GSK-3[3-p observado en cultivos inmaduros se
debe a una alta fosforilacion basal de esta enzima requerida para la definicién de la
polaridad neuronal. Esta proposicion se fundamenta que a los 3 DIV los niveles basales de
la Akt-p se acomparian por un incremento en la fosforilacion inactivante de la GSK-3p en
Ser’. En apoyo a esto, se ha reportado en cultivo de neuronas hipocampales que en la
definicion de la polaridad neuronal participa la via Ras-PI13K-Akt-GSK3B-CRMP2 (Jiang y
cols., 2005;Yoshimura y cols., 2006).

Mas aun, debido a que la fosforilacion de la Akt y su relacién con la GSK-3p-p, cambia en
funcion de los DIV y en virtud de las evidencias discutidas, en su conjunto sugieren
cambios ciclicos en el acoplamiento del 5HT;1a-R con esta via durante la madurez del
cultivo. La magnitud del cambio en los niveles de la Akt-p observados a los distintos DIV,
pueden explicarse por el papel que desempefiaria el receptor en cada estadio en particular y
que probablemente esta en relacion al acoplamiento a cascadas de sefializacion especificas.
Ser4 importante determinar si ocurre una redireccion en la sefializacién asociada a las
acciones de la Akt sobre sus efectores; como aquellos asociados a vias relacionadas con la
sobrevida celular (Vanhaesebroeck y cols., 2000) y en funcion de su distribucion a nivel

neuronal. Es probable entonces que receptores somaticos estén en parte destinados a la
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mantencién de la sobrevida neuronal y sera importante determinar por ejemplo si agonistas
5HT;a-R median neuroproteccion frente a insultos. En contraste aquellos receptores
dendriticos puede que estén mas bien relacionados a cambios locales que regulan la
excitabilidad celular (GIRK) (Saenz del Burgo y cols., 2008).

Interesantemente, en cultivos primarios corticales de rata, se ha descrito recientemente que
el 5HT1a-R promueve cambios dinamicos que median el transporte de vesiculas que
contienen las subunidades NR2B del receptor NMDA, lo cual resulta en una reduccion en
la conductancia del canal (Yuen y cols., 2005). Por otro lado, y aunque en esta tesis no se
evalu6 la presencia de los receptores en los axones, sera importante establecer su
localizacion, como asi mismo el efecto de la activacion del 5HT14-R sobre la definicion
axonal. Interesantemente, se ha relacionado que el 5HT;a-R promueve el movimiento
mitocondrial en axones de neuronas hipocampales a los 17 DIV efecto mediado por la
inhibicion de la GSK-3p promovida por la Akt (Cheny cols., 2007) (Figura 48).

En resumen, en esta tesis se ha presentado evidencia de la expresion temprana del 5SHT14-R
y una distribucion diferencial durante la maduracién del cultivo, que probablemente daria
cuenta de las acciones de la 5-HT durante el desarrollo del cerebro como es la migracion,
diferenciacion y crecimiento neuronal (Gaspar Yy cols., 2003).
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Figura 48. Vias transduccionales asociadas a la activacion del receptor
serotoninérgico 5HT1 en lineas celulares neuronales y no neuronales. En color se
destacan los efectores del heterorreceptor del 5SHT; descritos en neuronas y en fondo de
agua aquellos efectores descritos en lineas celulares no neuronales (HEK293, CHO). En
neuronas, la activacion del receptor promueve a través de la liberacion de By un aumento en
la actividad de la ACII lo que conlleva a un incremento de los niveles de AMPc y
activacion de la PKA. El complejo By a su vez participa en la activacion de la via
PI3K-Akt, la cual promueve un aumento de los niveles de ERK-p. Méas adn, la via
PI3K-Akt-GSK-3f participa en un incremento del transporte mitocondrial en axones.
Adicionalmente, la estimulacién del receptor promueve un aumento de Ca*?, que a su vez
contribuye en la activacion de PKCo y ERK, lo que conlleva a una disminucion de
caspasa3. Ademaés, la liberacion del complejo By participa en la activacion de un canal
rectificador de K* (GIRK), permitiendo una hiperpolarizacion celular. Respecto a lo
descrito en lineas celulares, la asociacion entre la actividad del receptor con la reduccion de
la actividad de ACI operaria solo en el caso del autorreceptor, como por ejemplo en las
neuronas del rafe. En lineas no neuronales se asocia la activacion del receptor con la
sefializacion Ras-Raf-MEK-ERK; via normalmente asociada a factores troficos en
neuronas.
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6.4 Distribucién del receptor 5HT; en cerebro adulto

El gen del 5HT,-R genera variantes de splicing alternativo que varian en su porcion
carboxilo terminal, de esta forma se generan cuatro isoformas de receptor (Heidmann y
cols., 1997), las cuales se asocian a la proteina Gs produciendo sefializacion a través del
aumento en los niveles de AMPc y la activacion de la PKA (Bard y cols., 1993) (Figura
49).

Existe informacion de que las tres isoformas del 5HT;-R descritas en humano, tienen
propiedades farmacoldgicas y de sefalizacion similares (Jasper y cols., 1997). Los
transcritos del 5SHT7-R estan presentes principalmente en hipotalamo, tdlamo, hipocampo y
corteza (Hedlund y cols., 2004). Adicionalmente, estos transcritos tienen una colocalizacion
con los sitios de unién a ligandos del 5HT+-R, sugiriendo una localizacién postsinaptica de
éstos (Varnas y cols., 2004). Ademas, existe colocalizacién entre el 5HT-R y las
varicosidades que contienen 5-HT (Kobe y cols.,, 2012). En ratas en desarrollo y
fundamentalmente en el hipotdlamo se detecta inmuno-reactividad para este receptor a
nivel del citoplasma en inclusiones denominados cuerpos estigmoides, estructuras

involucradas en el desarrollo del dimorfismo sexual (Hedlund y cols., 2004).

En roedor adulto, la inmunoreactividad para el 5HT7-R esta presente en todas las areas CA
del hipocampo principalmente en dendritas y en axones de las interneuronas GABA-érgicas
(Hedlund y cols., 2004). Se ha determinado la densidad del 5SHT7-R en preparaciones de
membranas obtenidas del cerebro (Hedlund y cols., 2004); sin embargo estos estudios no
dan informacion sobre la distribucion neuroanatomica de estos receptores. Bonaventure y
cols. en el afio 2002, determinaron la distribucion neuroanatémica de los 5HT;ao-R y
5HT,-R mediante la técnica de radioligando utilizando el agonista 80OH-DPAT [*H]
(Bonaventure y cols., 2002). Debido a que este ligando reconoce a ambos receptores, este
grupo utilizé animales knock-out para los receptores 5HT14-R y 5HT15-R en combinacion
con antagonistas selectivos (SB269970 para el 5SHT7-R, WAY-100135 para el 5HT14-R)

para discriminar la distribucion de cada receptor. Mediante esta aproximacion experimental
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6.5

se confirmo la distribucion neuroanatdmica obtenida para el 5SHT;-R mediante andlisis de
inmunohistoquimica (Hedlund y cols., 2004); vale decir esta presente en el talamo,

hipotdlamo, hipocampo, amigdala, septum y corteza (Bonaventure y cols., 2002).

Respecto a la funcién, el 5SHT+,-R estd involucrado en el control del ciclo circadiano
(Matthys y cols., 2011), en la hipotermia, favorece el condicionamiento contextual al miedo
y, mediante estudios electrofisiologicos se ha demostrado que inhibe las corrientes de
potasio activadas por calcio en el area CA3 del hipocampo (Bacon y cols., 2000). Existe
considerable informacién que involucra la participacién del 5HT7-R en depresion (Hedlund
2009). Tanto el bloqueo farmacolégico como la inactivacién de este receptor ejerce
acciones tipo antidepresivas en animales de experimentacion (Hedlund 2009). Resulta de
particular interés la potenciacién de la accion de los farmacos antidepresivos observada tras

la coadministracion con antagonistas del 5SHT,-R (Hedlund 2009).

Expresion y distribucion celular del receptor 5HT- en cerebro en desarrollo pre y posnatal

A nivel hipocampal, se ha descrito en estadios tempranos posnatal P2 y P6, niveles altos del
mRNA del 5HT;-R los que decaen sustancialmente en periodos de mayor desarrollo
(P12-P90) (Kobe y cols., 2012). Adicionalmente, en forma cualitativa se ha descrito en el
hipocampo una inmunoreactividad para el 5SHT+-R en estadios P1 y éste desaparece en P7 y
luego se vuelve a detectar desde P15 hasta la adultez (Muneoka y cols., 2003). Otros
estudios de inmunohistoquimica revelan una mayor inmunoreactividad del 5HT+-R en la
region CA1 del hipocampo, justamente en estadios en que hay un incremento en los niveles
del transcrito en P2 y P6; cambios que son coincidentes con el aumento de los niveles del
transcrito de Gay, (Kobe y cols., 2012). Las variaciones en los niveles del receptor durante
el periodo posnatal pueden estar en relacion con su funcidén sobre el desarrollo del

hipocampo principalmente en las primeras etapas del desarrollo cerebral.

Se ha descrito en cultivos hipocampales obtenidos de P1-P2 que el receptor expresado

transcientemente esta presente en somas y neuritas, localizdndose ademéas con Gal2
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6.6

enddgena (Kvachnina y cols., 2005). Mediante western, en esta Tesis se detectaron dos
isoformas del 5HT,-R que se generan por splicing alternativo (Heidmann y cols., 1997).
Aunque estas isoformas no variaron una con respecto de la otra en los periodos analizados,
observamos que ambas isoformas aumentan significativamente entre los 2 y 14 DIV.
Ademas, determinamos una distribucién somato-dendritica del receptor a los 4 y 8 DIV. El
incremento en los niveles de las isoformas y su localizacién somato-dendritica puede jugar

un papel importante en el desarrollo de la morfologia neuronal.

Receptor 5HT; vy activacién de cascadas transduccionales: modelos neuronales y no

neuronales

6.6.1 Activacion del receptor 5HT- y su relacion con la via de las MAPK

De forma similar al 5HT14-R, las vias asociadas a la activacion del 5SHT7-R han sido
obtenidas mediante la sobre-expresion del receptor humano en lineas celulares no
neuronales. Es asi que, en células HEK-293 que expresan la AC IV y co-expresan
establemente el 5SHT7a-R, el estimulo con 5-HT promueve un aumento de los niveles de
AMPc (Baker y cols., 1999). En el estudio de Norum y cols., 2003, realizados en células
HEK-293, carentes de receptores serotoninérgicos y transfectadas con el 5SHT7-R junto con
Gos, la 5-HT 10 pM aument6 los niveles de ERK-p a los 5 min en forma transitoria
(Norum vy cols., 2003). La activacion de las ERK en estas células se previno parcialmente
por el tratamiento con un inhibidor de la PKA y totalmente con uno de la MEK.
Adicionalmente, en este mismo trabajo se demostré que la activacion de la ERK es
dependiente de Ras e independiente de Rapl (Norum y cols., 2003). Aunque en esta linea
celular se ha realizado un analisis de las vias asociadas a la activacion del receptor, en
modelos celulares neuronales solo se ha establecido una relacion menos robusta. En
relacién a esto, la linea celular PC12 no diferenciada y transfectadas transcientemente con
el 5HT7-R humano, ha sido utilizada como modelo celular para estudiar el acoplamiento del

5HT;-R a la activacion de la ERK (Figura 49). La estimulacion, de estas células, durante 5
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min con 5-CT 300 nM, un agonista selectivo para los receptores 5SHT14 Yy 5HT7, promueve
un aumento en la fosforilacion de las ERKSs, efecto prevenido por el antagonista especifico
del 5HT+-R, SB269970 (Lin y cols., 2003). Mas aun, la estimulacién con concentraciones
mas altas de 5-CT como 1 pM, no produce cambios en los niveles de la ERK-p. Los autores
no discuten sobre este efecto; sin embargo se podria plantear que a esta concentracion el
5HT+-R se desensibiliza y/o que la activacion de la ERK mediada a través del 5SHT+-R es

inhibida en algin punto de la via mediante la activacion del 5HT4-R.

El estudio del acoplamiento del 5HT;-R con la via de la ERK ha mostrado un incremento
de los niveles de AMPc en asociacion a la activacion de la PKA en las células PC12 (Lin y
cols., 2003). Mas aln, a través de la inhibicion de la PKA se demostré que esta quinasa
activa parcialmente a la ERK mediada por la activacion del 5HT7-R (Lin y cols., 2003).
Adicionalmente, el pre-tratamiento de células PC12 con pCPT-cAMP, un andlogo a AMPc
que activa tanto a la PKA como a Epac, factor intercambiador de nucle6tidos de guanina
(GEF), produjo un aumento en la activacién de la ERK (Lin y cols., 2003). Por otra parte,
en PC12 transfectadas con cDNA para Epacl, muestran una potenciacién del efecto del
5-CT sobre la activacion de ERK; planteandose una relacion de causalidad entre el aumento
inducido de AMPc por activacion del receptor, activacion de Epac y de las ERKs (Lin y
cols., 2003;Johnson-Farley y cols., 2005) (Figura 49). Sin embargo, en PC12 no se ha
demostrado si este efecto es dependiente de Rap/Ras/ERK a diferencia de lo observado en
celulas HEK293 (Norum y cols., 2003) (Figura 49).

Adicionalmente, en celulas PC12 la estimulacion del 5HT;-R con 5-CT induce un
incremento pequefio de Ca®* citosélico (Johnson-Farley y cols., 2005). Mas aun, la
estimulacion con 5-CT, pero en presencia de quelantes de calcio extracelular o con
Tapsigardina que permite una deplecion lenta de los reservorios intracelulares de Ca®",
promueven un mayor aumento en los niveles de la ERK-p (Johnson-Farley y cols., 2005).
Aungue estos autores no discuten sobre el origen del Ca®* (Lin y cols., 2003), se puede
postular que el incremento del Ca* citosélico inhibe de alguna forma las vias que conducen
a la ERK-p (Johnson-Farley y cols., 2005) quizés a través de la inhibicion de la AC VI
presente en las PC12, y que al existir una menor produccién de AMPc y se produzca
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reduccion en la activacion de Epac y por ende de las ERKSs, efecto que se ha reportado en
otros sistemas celulares (Chern y cols., 1995) (Figura 49).

A diferencia de lo descrito en PC12, la activacion de ERK mediada a través del 5HT7-R en
neuronas hipocampales, no depende de un incremento del Ca** intracelular (Lin y cols.,
2003). Se ha descrito en neuronas hipocampales mantenidas por 5-7 DIV, que el 5-CT no
promueve la activacion de las vias de las ERKs (Cowen y cols., 2005). Esto contrasta con
lo observado en neuronas con mayor tiempo de cultivo; es decir, entre 12-16 DIV donde
existe un aumento de ERK-p mediado por el 5HT+-R, siendo este efecto ademas insensible
a toxina pertusica, descartdndose entonces la contribucion del complejo 5HT1a-R/Gai
(Errico y cols., 2001). Estos autores apoyan la participacion del 5SHT+-R en la activacion de
las ERK basandose en el uso del 5-CT y en que el 8OH-DPAT tiene una potencia 200
veces menor con respecto a la 5-HT para producir el efecto, lo cual concuerda con la
afinidad del 5HT7-R por estos agonistas. En esta Tesis observamos en células de 7 DIV
que, la estimulacion durante 5y 15 min con los agonistas serotoninérgicos (80OH-DPAT y
5-HT), no aumenta en forma significativa los niveles fosforilados de la ERK1/2. La
diferencia descrita por otros autores a mayores DIV puede ser explicado por el aumento en
la densidad del receptor observada en esta Tesis donde ambas isoformas del 5HT7;-R
aumentan 6 veces con respecto a los 2 DIV. Esto podria sugerir que el acoplamiento del
receptor a la via de las ERK o bien que la cuantia del efecto, depende de la densidad de este
receptor.

6.6.2 Activacion del receptor 5HT- y su relacion con la via PI3K-AKT-GSK-34

Adicionalmente, en células PC12 transfectadas con el 5SHT7;-R humano y estimuladas con
5-CT 300 nM, se ha descrito un aumento en los niveles de la Akt-p ademés de la ERK-p,
efectos antagonizados por un antagonista selectivo para el receptor (Johnson-Farley y cols.,
2005). Mas aun, en este estudio se mostrd que la activacion de la Akt es independiente de
Epac pero completamente dependiente de la actividad de la PI3K (Johnson-Farley y cols.,
2005). Estos mismos autores muestran que la activacion de la Akt requiere Ca** y AMPc
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aungue no se ha precisado el mecanismo asociado (Johnson-Farley y cols., 2005). Se podria
postular que incrementos en el calcio citosolico puedan regular de alguna forma la
actividad de la PI3K y por ende la actividad de la Akt. Alternativamente, en otros tipos

celulares no neuronales se ha descrito que la CaM quinasa-quinasa (CAMKK) activa a la

Akt mediante su fosforilacion en Thr308

(Vanhaesebroeck y cols., 2000).

y en una forma independiente de la PI3K

En esta tesis se observo a los 2 DIV que el 80H-DPAT aumento la Akt-p efecto
antagonizado en forma significativa por SB269970 1 uM, sugiriendo la participacion del
5HT-R en la activacion de la Akt la que no se correlacion6 con cambios significativos en
el estado de fosforilacion de la GSK-3B. Por otra parte, se deberd precisar si la activacion
de la Akt procede a través de un mecanismo de transactivacion que involucre receptores del
tipo tirosina quinasa. En relacion a esto, ha descrito in vivo que el incremento de la
serotonina a través del uso de bloqueadores del transportador de 5-HT, promueve un
aumento de los niveles del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), neurotrofina
que induce la activacion de su receptor y la activacion de la via PI3K/AKT (Martinowich y
cols., 2008). Sera importante determinar si la activacion del 5HT7;-R media la expresion y
secrecion del BDNF en nuestros cultivos, y mas aun mediante la adicion de inhibidores de
los receptores acoplados a tirosina quinasa se podria discernir entre una activacion directa

de la Akt mediada por el receptor o bien a través de un proceso de transactivacion.

En contraste, en periodos de mayor madurez del cultivo, es decir a los 7 DIV, el

8OH-DPAT estimula la fosforilacién de la Akt en Serm, efecto disociado de la

fosforilacion de la GSK-3, siendo este efecto insensible a los antagonistas utilizados. Se
ha descrito que el 8OH-DPAT puede unirse con baja afinidad a otros receptores como oy,
ap- adrenérgicos y el receptor de Dopamina tipo 2 (D2) en nucleo del rafe y en hipocampo
(Assie y cols., 2000). A futuro serad necesario precisar si el 8OH-DPAT media la activacion

de la Akt a través de los receptores ay, ap- adrenérgicos y D2.
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6.7 Factores gue dificultan el conocimiento del acoplamiento entre receptores serotoninérgicos
y sus efectores en neuronas

Unas de las dificultades en poder dilucidar cascadas transduccionales asociadas a la
activacion de receptores serotoninérgicos es que estos receptores comparten una alta
homologia entre ellos y por tanto los agonistas y antagonistas para estos receptores ejercen
acciones no especificas. A modo de ejemplo, el 80OH-DPAT es capaz de activar diversos
subtipos de receptores serotoninérgicos y en el caso de esta Tesis, se ha comprobado que
puede activar los 5SHT;a-R y 5SHT-R.

En relacion a la descripcion de efectores tras la activacién de los 5HT1a-R y 5HT#-R,
diferencias en la densidad del receptor y poblacion de proteinas G pueden posiblemente
explicar las diferencias observadas en estudios realizados en cultivos primarios de neuronas
hipocampales y lineas celulares transfectadas con los receptores. De acuerdo a esto, los
hallazgos obtenidos en lineas no neuronales para estos receptores han sido
inadecuadamente extrapolados a sistemas neuronales, induciendo una mayor confusion y

discrepancia en la literatura.
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Figura 49. Vias transduccionales asociadas a la activacion del receptor
serotoninérgico 5HT en lineas celulares neuronales y no neuronales. En color se
destacan los efectores del 5SHT;-R descritos en neuronas hipocampales. En fondo de agua se
destacan los efectores descritos en modelos no neuronales como HEK293 y modelos
neuronales como las células PC12 diferenciadas. Se observa que la activacion del receptor
en neuronas hipocamples promueve un aumento de los niveles de Akt-p y ERK-p. En
células HEK293, el estimulo del receptor promueve, mediante la liberacion de Py, un
aumento en la actividad de la ACIV lo que conlleva a un incremento de los niveles de
AMPc y activacion de PKA, la que a su vez estimula a la ERK. Por otro lado, By promueve
un aumento de ERK-p, a través de la activacion de las proteinas Ras y MEK. En células
PC12 el estimulo del receptor promueve un aumento de ERK-p; efecto dependiente de
AMPc-PKA-Epac e inhibido por un aumento de Ca”**. Ademés, el estimulo del receptor
promueve el aumento de Akt-p; efecto dependiente de AMPc, Ca®* y PI3K. Sin embargo,
en este modelo neuronal no se establecid si la activacion de la ERK es dependiente de Ras
y MEK.
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6.8

Rol de la serotonina en la requlacién de la morfologia neuronal

Uno de los objetivos de esta Tesis fue determinar el efecto de la activacion de receptores
serotoninérgicos sobre variaciones en el numero y largo de las dendritas primarias,
secundarias y terciarias. Para lograr este objetivo fue un requisito disponer de células que
no formasen contacto entre si cultivando a baja densidad celular y en condiciones en las

cuales las células fuesen viables en ausencia del componente glial.

6.8.1 El receptor inotropico 5HT3 y metabotrdpico 5HT,4 regulan la morfologia neuronal

En relacién a la funcidon de la serotonina sobre la morfologia neuronal, se ha descrito que la
deplecion farmacologica de la serotonina durante el desarrollo embrionario (E12-E17),
inhibe el crecimiento dendritico y la arborizacion de neuronas piramidales de la corteza,
sugiriendo que la serotonina promueve la formacion dendritica de estas neuronas (Vitalis y
cols., 2007). Estudios mas recientes, han involucrado la participacion del 5HT3-R, en la
formacion de dendritas y axones en la mayoria de la interneuronas GABA-€rgicas presentes
en la corteza, especificamente positivas para la colecistoquinina y el péptido intestinal
vasoactivo (Hayashi y cols., 2010). El 5SHT3-R es un canal iénico no selectivo para Ca*",
Na® y K, el cual media la neurotransmision rapida en el cerebro y sufre una rapida
desensibilizacion (Boess y cols., 1995). Aunque diversos estudios han indicado que la
estimulacidn de este receptor en el hipocampo regula la liberacion de serotonina in vivo
(Martin y cols., 1992), no se ha asociado su actividad a las cascadas transduccionales que
involucren directa o indirectamente modificaciones en el citoesqueleto y que podrian dar
cuenta de su participacion en la formacién de extensiones en las interneuronas

GABA-érgicas corticales.

El otro receptor serotoninérgico involucrado con la morfologia neuronal es el 5SHT4-R, que
esta positivamente acoplado a la AC y cuya actividad incrementa la excitabilidad neuronal
(Bockaert y cols., 2008). La densidad de este receptor es constante durante el desarrollo

posnatal (Kobe y cols., 2012) y presenta una alta expresion en los ganglios basales,
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hipocampo (CA1 y subiculum) y corteza (Bockaert y cols., 2008). Ponimaskin y cols. en el
afio 2002, mostraron que la activacion especifica del 5HT4-R produce cambios sobre la
morfologia neuronal. Utilizando lineas celulares NIE-115 transfectadas con el receptor
5HT4-R como modelo de estudio, demostraron que neuronas hipocampales (P1-P2) al ser
estimuladas por 20 horas con BIMUS, agonista selectivo para el 5HT4-R, presentan una
reduccion del nimero de neuritas; efecto revertido por GR113808, antagonista especifico
para el 5HT4-R (Kvachnina y cols., 2005). Se ha descrito que el 5HT4a-R se acopla a Gal3
y que el efecto inductor de la retraccion de neuritas y redondeo celular es dependiente de la
activacion de RhoA (Kvachnina y cols., 2005). En relacion a ésto, las Gal2 y Gal3
(Strathmann y cols., 1991) participan en la formacién de fibras de estrés en células de
fibroblasto de raton (3T3) (Buhl y cols., 1995) y en células PC12 promueven la retraccion
de neuritas (Katoh y cols., 1998).

Adicionalmente se ha documentado que diversas GTPasas pequefias se asocian a la
sefializacion mediada por Gal2, las cuales ademas de regular la expresion de genes,
controlan el citoesqueleto de actina. A su vez, se acoplan a proteinas efectoras como LIMK
las que in vitro se ha demostrado que regulan la polimerizacién de la actina mediante la
fosforilacion e inactivacion de factores depolimerizantes de la actina ADF/cofilina (Arber y
cols., 1998;Yang y cols., 1998); hechos que podrian ser determinantes en la formacion y

mantencion de dendritas y espinas dendriticas en animal adulto.

6.8.2 Receptores 5HT;a Yy 5HT7: relacion con cambios en la morfologia neuronal

Se ha determinado en lineas celulares de fibroblasto NIH-3T3 y mediante estudios de
transfeccion con el 5HT7-R, que la presencia de 5-HT induce un aumento de
aproximadamente 2 veces la actividad de la RhoA y de la Cdc42 en comparacion al control
(Kvachnina y cols., 2005), efectos asociados a un aumento en la actividad de Gal2. En
estas mismas células transfectadas con el 5HT;-R y mediante el uso de dominantes

negativos para estas GTPasas se demostré que la actividad de la Cdc42 se asocia a la
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formacion de filopodios; en cambio la actividad de la RhoA promueve el efecto contrario
(Kvachnina y cols., 2005).

Adicionalmente, en lineas celulares neuronales en cultivo se ha establecido que la
activacion de Racl y Cdc42 promueve la ramificacion y extension de neuritas
respectivamente, mientras que la activacion de RhoA causa la retraccion de neuritas
(Govek vy cols., 2005). Sin embargo, la relacion entre la estimulacion de los receptores
serotoninérgicos, cambios en la actividad de las GTPasas pequefias y la morfologia
neuronal ha sido escasamente documentada. En neuronas hipocampales obtenidas de ratas
P1-P2 se ha demostrado la colocalizacion de la Gal2 con el SHT7-R en somas y neuritas
(Kvachnina y cols., 2005). En este mismo estudio, y en neuronas con 4-18 horas de cultivo
se mostré que al ser estimuladas por 20 horas con 5-CT 1 uM un agonista del 5HT+-R
(estadio 2-3), presentan un aumento en el largo de neuritas. Este efecto es revertido por el
antagonista SB269970 100 nM, sin observarse cambios en el nimero de neuritas.
Adicionalmente, en neuronas hipocampales transfectadas con 5SHT;-R-GFP se observé un
incremento en el largo neuritico tras la adicion de 5HT 1 uM (Kvachnina y cols., 2005). Es
decir, la activacion del 5HT,-R induce un aumento en el largo de las neuritas sin afectar el
namero de éstas. Sin embargo, en estos estudios no se demostro si la activacion del receptor
cambia la polaridad neuronal y la definiciobn axonal ni menos si se asocian a vias

transduccionales que regulan el citoesqueleto.

Se ha descrito en cultivos hipocampales de raton (P1-P2) en un estado mayor de madurez
(10-12 DIV), que la activacion del 5HT,-R durante 96 horas incrementa el nimero de
protrusiones dendriticas y aumenta el numero de las sinapsis excitatorias (Kobe y cols.,
2012). En este mismo estudio, utilizando cultivos organotipicos hipocampales obtenidos de
animales P6 y mantenidos durante 5-6 DIV, se observo que la estimulacion por 96 horas del
5HT,-R promueve un incremento de la espinogénesis, aunque en resultados no mostrados
los autores indican que no se afecta ni el tamafio ni la forma de la espina (Kobe y cols.,
2012). Interesantemente, estos resultados no fueron reproducidos en estadios del desarrollo

mas tardios (21 DIV) (Kobe y cols., 2012), lo que puede explicarse quizas por una
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reduccion en la expresion del receptor en periodos de mayor desarrollo neuronal. Hay que
destacar que los efectos de los agonistas anteriormente descritos han sido obtenidos
mediante cultivos neuronales provenientes de animales en estado embrionario o posnatales
(P1-P2), cultivos que pueden diferir entre ellos en el grado de compromiso de
diferenciacion y por tanto los efectos en estos modelos no necesariamente pueden ser

reproducibles.

En esta Tesis, la estimulacion con 80OH-DPAT durante 24 horas a los 2 DIV produce un
aumento significativo en el numero de las neuritas primarias < 40 pum, acompafiado de un
aumento en el largo neuritico total; efectos que no son prevenidos por el WAY-100635 ni
por el SB269970. Estos resultados pueden explicarse como que el 80OH-DPAT activa a
algun receptor que incrementa el nimero de neuritas cortas sin afectar su crecimiento.
Interesantemente, se observo que la estimulacién con 8OH-DPAT es capaz de promover
una disminucion significativa en la fosforilacion inactivante de la cofilina en Serg; efecto
que a su vez fue insensible a la accion de los antagonistas WAY-100635 y SB269970. Seria
importante a futuro el poder identificar el receptor activado por 80OH-DPAT vy si el
incremento en el nUmero de neuritas se asocian 0 no a cambios en los niveles de cofilina-p.
Adicionalmente se ha reportado que proteinas pertenecientes a la familia de las LIMK
regulan la polimerizacion de la actina mediante la fosforilacion de la cofilina en Ser® (Arber
y cols., 1998). Més aun, la cofilina en su estado desfosforilado promueve el “severing” de
los filamentos de actina lo que podria ejercer diferentes efectos sobre la morfologia
neuronal. Es decir, el aumento en la actividad de la cofilina podria conducir a la formacion
de nuevos puntos de nucleacion que podrian dar cuenta del aumento en el nimero de

neuritas observado.

Por otro lado, recientemente y utilizando cultivo primario de hipocampo de ratén (4-5 DIV)
se describid que la estimulacion durante 1 min con 5-HT 30 nM promueve una disminucion
en la F-actina en el cono de crecimiento dendritico; efecto imitado por 8OH-DPAT 30 nM
y no antagonizado significativamente por WAY-100635 30 nM (Ferreira y cols., 2010);

sugiriendo que en este cultivo también se observan efectos del 80OH-DPAT insensibles a
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antagonistas del 5HT;a-R. En este mismo estudio se utilizaron cultivos provenientes de
animales knock-out para el 5HT14-R, y se demostré que la estimulacion con 5-HT 30 nM
no produjo cambios en los conos de crecimiento dendritico observados por la tincion con
faloidina-rodamina la cual se circunscribe a la F-actina. Los autores concluyen que el
5HT14-R regularia la dinamica de la actina restringiendo el crecimiento dendritico y de esta
forma modulando la conectividad neuronal durante un periodo del desarrollo (Ferreira y
cols., 2010). Estos mismos autores determinaron que la 5-HT promueve una reduccion en la
actina filamentosa acompafiado del incremento de la actina globular solo en ratones WT y

no en ratones KO del 5HT4-R; atribuyendo los efectos a la activacion del 5SHT4-R.

En esta Tesis se demostrd que la estimulacion a los 2 DIV durante 24 h con 5-HT 100 nM
no modifica el ndmero, ni en el largo total de neuritas primarias y secundarias. Sin
embargo, de acuerdo al uso de antagonistas demostramos que el receptor 5SHT7,-R como
5HTia-R induce el crecimiento de las neuritas secundarias cortas (< 20 pm).
Interesantemente, en esta Tesis observamos que a los 2 DIV el aumento en la Akt-p
mediante el estimulo con 80OH-DPAT, fue prevenido por los antagonistas serotoninérgicos
WAY-100635 y SB269970, involucrando a ambos 5HT1a-R y 5SHT7-R en este efecto.

Los resultados observados tanto a nivel de la morfologia y la via de la Akt, sugieren que a
este estadio temprano del desarrollo neuronal, ambos receptores pueden participar
conjuntamente o cumplen funciones similares en la neurona. Otra explicacién, es que a este

estadio los antagonistas utilizados, no son suficientemente especificos por sus receptores.

En relacién a nuestros hallazgos, se ha descrito en cultivos hipocampales de raton P1-P2
mantenidos durante 4 h para su estabilizacion y posteriormente tratadas por 20 h con 5-HT
1 uM, produce un aumento en el largo total de neuritas; efecto antagonizado por el
SB269970 demostrando la participacion del 5SHT,-R (Kvachnina y cols., 2005). Aunque
este efecto pudiese ser semejante a lo observado en esta Tesis, hay que destacar que la
intervencion se hizo a un estadio muy temprano en el cultivo, donde adn no ha ocurrido la

polaridad neuronal, ni tampoco se evalud diferencias entre neuritas primarias y secundarias.
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En esta Tesis demostramos a los 2 DIV que la adicion de 5-HT durante 24 h per se no
evoca ningun efecto sobre las neuritas primarias siendo posiblemente al activar distintos
receptores con efectos opuestos. Esta proposicion es avalada por el hecho de que al
bloquear los 5HT-R se observa un aumento en el nimero de neuritas primarias <40 umvy,
en forma concordante se incrementa también el largo neuritico total de éstas. Estos
resultados indicarian que probablemente la 5-HT regula el nimero de neuritas primarias
cortas (<40 um) a través de varios receptores con efectos opuestos; siendo uno de ellos el
5HT+-R, el cual disminuiria el nimero de neuritas primarias. Mas aun, mediante la
evaluacion de cascadas transduccionales demostramos que al menos el 5HT7-R esta
acoplado a la activacion de la Akt a los 2 DIV. De acuerdo a los resultados obtenidos a este
estadio neuronal, el 5HT7,-R participa regulando la actividad de la Akt y reduce la
formacion de neuritas primarias cortas pero estimula el crecimiento de las neuritas

secundarias cortas.

En esta Tesis se determind si estos efectos eran observables a estadios de mayor madurez
del cultivo. Utilizando la 5-HT como agonista por 24 horas a los 7 DIV, se determino
mediante el anélisis de Sholl una disminucion significativa de la complejidad dendritica
observada entre las 40 a 90 um, lo cual puede interpretarse como una disminucion del
crecimiento dendritico y/o arborizacion. ElI aumento en las dendritas primarias < 40 pm
ocurre a expensas de una disminucion de las dendritas primarias y secundarias largas, lo
que sugiere que la serotonina de alguna manera impide el crecimiento dendritico y que de
acuerdo a la diseccion farmacoldgica se asocia a la activacion del receptor 5HTa-R.
Estudios en células Neuro2A transfectadas con el 5HTi;a-R y células SK-N-SH que
expresan endégenamente el 5SHT1a-R, muestran que la estimulacién con 80OH-DPAT 1 uM
durante 16 horas aumenta el porcentaje de células con neuritas; efecto antagonizado por
WAY-100169 10 uM. Mas aun, este efecto fue parcialmente prevenido por el PD98059 y
el LY294002, inhibidores de la MEK1 y PI3K respectivamente (Fricker y cols., 2005).
Estudios con SiRNA para RAP1 sugieren un rol positivo para esta proteina en el
crecimiento neuritico inducido por el 5HT;a-R y se ha sugerido que éste transduciria a

través del Rap/Src/STAT3 (Fricker y cols., 2005) y puesto que el efecto sobre la morfologia
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es sensible a toxina pertussis involucra ademas la participacion de un Gai. (Errico y cols.,

2001).

En esta Tesis, se determino que el 5HT1a-R se encuentra localizado fundamentalmente a
nivel del soma neuronal; sin embargo no se puede asegurar, por la limitacion de la técnica,
de que estos receptores estén ausentes en las dendritas. En el cerebro de ratas adultas el
5HT1a-R esta expresado fundamentalmente en el compartimento somato-dendritico de las
neuronas piramidales CA1 del hipocampo y por tanto su ubicacion podria determinar su

funcion y/o acoplamiento a ciertas cascadas transduccionales (Chalmers y cols., 1991).

Nuestros resultados estdn de acuerdo con los recientemente descritos por el grupo de
Ferreira, que ha sugerido que el 5HT1a-R restringiria el crecimiento dendritico en las
neuronas hipocampales. Estos investigadores hicieron un bloqueo farmacolégico crénico in
vivo del 5HT;4-R mediante el uso de WAY-100635 durante las 3-5 semanas de desarrollo
posnatal; justamente periodo en el cual se ha descrito que disminuyen los niveles del
RNAmM para el 5HT7-R (Kobe y cols., 2012). Més aun, estos autores determinaron en estos
animales, que presentan actividad reducida del 5HT;4-R, un aumento significativo en los
puntos de ramificacién en las neuronas en la porcién del arbol dendritico apical, no
observandose diferencias en las dendritas mas distales y basales (Ferreira y cols., 2010).
Estos cambios concuerdan con resultados obtenidos en animales knock-out en los cuales se
indica que la actividad del 5HT;a-R durante la 3-5 semanas posnatal es necesaria para
restringir el crecimiento dendritico apical. En el estudio de Ferreira se utiliz6 como
estimulo 5-HT 30 nM de los 4 al 7 DIV en neuronas hipocampales lo cual produjo una
disminucion selectiva en los puntos de ramificacion correspondientes a las dendritas
terciarias. Estos resultados, difieren de los nuestros especialmente en los efectos de los
puntos de ramificacion; parametro que no fue modificado por la presencia de 5-HT o
80H-DPAT. Estas diferencias se pueden deber a los modelos celulares utilizados (ratas v/s
raton) y en la duracién de los estimulos realizados. También en el estudio de Ferreira no se
utilizé ninguna herramienta farmacoldgica para identificar los receptores serotoninérgicos

involucrados.
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Los resultados en esta Tesis sugieren que los efectos observados con 8OH-DPAT son més
complejos de interpretar posiblemente por el hecho de que este farmaco es capaz de unirse
a diferentes tipos de receptores y muchos de los efectos sobre la morfologia son prevenidos
tanto por el WAY-100635 como por el SB269970. Mas aun, el 8OH-DPAT promueve el
crecimiento de dendritas secundarias mas largas (> 20 um) a los 8 DIV, efecto asociado a
ambos receptores. Por otra parte demostramos en cultivos de 2 DIV la estimulacion del
5HT,-R inhibe la formacion de neuritas primarias pero estimula el crecimiento de las
secundarias. Esto plantea posiblemente un efecto diferencial del receptor lo que podria
asociarse a su localizacion. De hecho en esta Tesis el 5SHT+-R se localiza tanto en el soma
como en las neuritas. Debido a que este efecto no se observa a los 8 DIV se plantea que este
receptor podria asumir otra funcion en neuronas mas maduras. Por otro lado en neuronas
mas maduras, la activacion del 5SHT14-R inhibe el crecimiento dendritico y la complejidad
dendritica, probablemente al frenar el crecimiento o elongacion, quedando por establecer
los mecanismos asociados. Los cambios morfolégicos asociados a los receptores 5HT 14 Y

5HT se resumen en la Figura 50.

En resumen, este el primer trabajo en el que se determina la relacion de la serotonina
mediante sus receptores 5HT;4-R y 5HT7-R con cambios en la morfologia de neuronas
hipocampales de ratas E18, con diferentes estadios del desarrollo neuronal. Por otra parte,
este estudio refuerza la idea de que los agonistas serotoninérgicos disponibles ejercen
acciones posiblemente a través de la activacion de otros receptores, produciendo una gran
confusion en la literatura. Ademas, esta Tesis destaca que los hallazgos realizados en lineas

celulares no son extrapolables a lo que sucede en neuronas.
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Figura 50. Resumen de los cambios morfoldgicos en neuritas y dendritas asociados a
los receptores 5HT;a Yy 5HT7. A) cambios producidos por los agonistas serotoninérgicos
sobre la morfologia de neuritas a los 3 DIV. B) cambios producidos por los agonistas
serotoninérgicos sobre la morfologia dendritica a los 8 DIV.
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6.9. Modelo hipotético de los cambios morfoldgicos inducidos por la activacion de receptores

serotoninérgicos

En la regulacion de la morfologia neuronal, observada durante el desarrollo y durante
cambios neuroplésticos, participan tanto factores extrinsecos como intrinsecos (Goldberg
2004). Los factores extrinsecos mas relevantes corresponden a moléculas de la matriz
extracelular y los factores troficos que, mediante la regulacion de vias transduccionales,
producen cambios dindmicos en el citoesqueleto neuronal (Goldberg 2004). Es asi, que se
ha descrito que neurotrofinas como BDNF activan a la PI3K y MAPK, vias involucradas en
la regulacion de microtubulos; donde la inhibicion farmacoldgica de estas quinasas suprime

la formacidn de neuritas inducida por BDNF (Dijkhuizen y cols., 2005) (Figura 51).

De acuerdo a los hallazgos en esta Tesis, se concluye que en ambos estadios neuronales, el
5HT7,-R promueve el crecimiento de neuritas y dendritas, sugiriendo una participacion
sobre un aumento de la complejidad neuronal. El efecto observado a los 3 DIV puede estar
mediado a través de la participacion de la via PI3K-Akt-GSK-3f; cascada importante en la
regulacion del citoesqueleto de microtdbulos. La inactivacion de la GSK-3B permite que
proteinas asociada a microtibulos (CRMP2, Tau y MAP2, entre otras promuevan la
polimerizacion y su estabilizacion (Yoshimura y cols., 2006).

Adicionalmente la activacion de la PI3K ha sido relacionada con la dindmica del
citoesqueleto de actina, a través de la regulacion de la familia Rho GTPasas. Estas proteinas
tienen un papel central en mediar el crecimiento dendritico (Gonzalez-Billault y cols.,
2012). Las Rho GTPasas (Rho, Rac y Cdc42) son activadas por factores intercambiadores
de nucleétidos de guanina (GEFs) que facilitan el intercambio entre GDP y GTP y por tanto
incrementan la actividad de las GTPasas (Kjoller y cols., 1999). La actividad de diversas
GEFs puede ser modulada por la PI3K, proporcionando una conexion entre la via de la
PI3K y la formacion de dendritas a través de las Rho GTPasas (Han y cols., 1998;Nimnual
y cols., 1998;Rodgers y cols., 2002). Como se observa en la Figura 51, las proteinas ROCK

y PAK son quinasas efectoras de las Rho GTPasas y regulan la actividad de la LIMK
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(Edwards y cols., 1999;Maekawa y cols., 1999;Dan y cols., 2001), la que a su vez inactiva
a la cofilina a través de su fosforilacion (Arber y cols., 1998;Yang y cols., 1998). La
cofilina en estado desfosforilado depolimeriza a la actina, por lo tanto juega un rol
sustancial en la regulacion de la dinamica de actina (Meberg y cols., 1998), regulando los

niveles de la actina filamentosa y la actina globular (Figura 51).

Maés aun, existen antecedentes que involucran la participacion de la PKA como un
regulador negativo de la actividad de la Rho (Jeon y cols., 2012). En el trabajo de Jeon y
cols., en el afio 2012, se muestra que el incremento de AMPc ejerce una inhibicion de la
actividad de Rho probablemente asociada a la activacion de la PKA lo que produce un

incremento en la extension de neuritas en células PC12 (Jeon y cols., 2012).

Es importante considerar que distintas sefiales pueden converger en una via de sefializacion
clave para regular la morfologia neuronal. Es asi, que ambos receptores promueven un
aumento de la actividad de la AC con el consecuente aumento de los niveles de AMPc y
actividad de la PKA (Albert y cols., 1999; Bard y cols., 1993; Lin y cols., 2003); siendo
factible que estos receptores inhiban a Rho lo cual podria explicar el crecimiento de las
secundarias. Alternativamente estos receptores también podrian mediar una regulacién
sobre Cdc42 y Rac; proteinas reguladoras del crecimiento dendritico. En apoyo a esto, en
lineas celulares de fibroblasto NIH-3T3 transfectadas con el 5HT+-R, la adicion de 5-HT
produce un aumento de la actividad de la RhoA y de la Cdc42 (Kvachnina y cols., 2005);
efectos asociados a un aumento en la actividad de Ga12 (Figura 51). Por otro lado, en esta
Tesis se demostré que ambos receptores promueven la activacion de la via Akt-GSK-3;

via asociada a la regulacion del citoesqueleto de microttbulos (Figura 51).

En esta Tesis, observamos que el 5HT1a-R a los 8 DIV, disminuye la complejidad
dendritica a través de una disminucion del crecimiento de las dendritas primarias y nimero
de dendritas secundarias. En estudios realizados en lineas celulares, se ha demostrado que
tanto la activacion del 5HT1a-R y 5HT7-R promueve un aumento de los niveles de Ca®*

intracelular (Adayev y col., 1999; Johnson-Farley y cols., 2005) (Figura 51). EI aumento de
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Ca?*, ha sido relacionado con la activacion de la CaMKII y Ras; proteinas asociadas a la
regulacion del citoesqueleto de microtibulos (Redmond y cols., 2005). Interesantemente, la
CaMKII induce la activacion RhoA y Cdc42 en cortes de tejido de hipocampo (Murakoshi
y cols., 2011).

Ferreira y cols., en al afio 2010, demostro que la 5-HT promueve una reduccion en la actina
filamentosa acompariado del incremento de la actina globular solo en ratones wt y no en
ratones KO del 5HT;a-R. Por otro lado, en cultivo primario de hipocampo de raton (4-5
DIV) se describi6 que la estimulacion con 5-HT promueve una disminucion en la F-actina
en el cono de crecimiento dendritico, siendo factible la idea de una regulacion del

citoesqueleto neuronal mediante el 5SHT;a-R.

En resumen, los cambios observados sobre la morfologia dendritica, puede ser el resultado
de la activacion, en un espacio temporal, de distintas cascadas que controlan el
citoesqueleto neuronal involucrando la participacién de variaciones de Ca*? citosélico y
vias como Ras-MEK-ERK, PI3K-Akt-GSK-3B, Rho-LIMK-cofilina y Rho-LIMK-MLCK,

entre otras (Figura 51).

Probablemente, el “pool” de actina y microtibulos presente en las neuronas son regulados a
través de la accion de diferentes vias y en distinta temporalidad. En nuestro estudio, se
realizaron homogenizados totales de hipocampo y en relacion a las vias estudiadas puede
que no se reflejen los efectos locales que ocurren especificamente en las dendritas.
Probablemente, mediante técnicas inmunocitoquimicas se pueda determinar los efectos

locales producidos en las dendritas.
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Figura 51. Modelo hipotético de la activacién de los receptores 5HT 14 y SHT- y vias que controlan
el citoesqueleto neuronal. En la figura se destacan las vias asociadas tras la activacion de los receptores
descritas en modelos neuronales y no neuronales. Es importante sefialar que muchas de estas vias pueden
ser activadas por receptores de neurotrofinas (RTK). Se destaca en circulos rojos vias putativas que
pueden ser moduladas por los receptores 5HT14 Yy 5HT7. Estos receptores activan a la Akt y ERK, vias
que controlan el citoesqueleto de microtibulos a través de la fosforilacion que proteinas asociadas a
microt(ibulos como MAP2, TAU y CRMP2. El aumento de Ca”" intracelular eventualmente gatillaria la
activacion de proteinas como CAMKII, Ras, Cdc42 y Rho. De esta forma se podria controlar el
citoesqueleto de microtibulos y de actina mediante la activacion Ras-Raf-MEK-ERK y efectores de las

RhoGTPasas que controlan

la dindmica de actina como ROCK-PAK-LIMK-cofilina-MLCK.

Adicionalmente, la activacion de la PI3K y el aumento de los niveles de AMPc y activacion de la PKA,
pueden ejercer un control sobre la actividad de la Rho. Adicionalmente, la actividad de diversas GEFs
puede ser modulada por la PI3K, proporcionando una conexion entre la via de la PI3K y Rho GTPasas.
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7.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Hay que considerar que en esta Tesis los cambios en las cascadas transduccionales son
observados durante estimulaciones agudas (minutos-hora) y no sabemos si los cambios
morfoldgicos responden a una activacion aguda o ciclica durante las 24 h de estimulacion
con los agonistas. Por otra parte, no se midid la estabilidad de los farmacos durante las 24

horas que durd el estimulo para determinar cambios morfoldgicos.

Ademas, la evaluacion de las proteinas de interés para esta Tesis se realiz6 en cultivos
provenientes de hipocampo total el cual es heterogéneo compuesto de interneuronas y
neuronas piramidales pudiendo plantearse que los efectos observados sean indirectos.

Por otra parte y de acuerdo a los resultados de inmunotincion, se detecté una homogeneidad
en la expresion de los receptores 5SHT;a Y 5HT7. No obstante, no se realizaron estudio de
doble marcaje de forma de poder determinar si en una misma neurona estan presentes
ambos receptores y con la misma distribucion neuronal. Mas aun, es dificil precisar si la
contribucion de un pool particular de receptores (somatico/dendritico) es el responsable de
estos cambios. Mas aln, no se determinaron posibles vias que den cuenta de los cambios

morfolégicos en asociacion a la activacion de receptores serotoninérgicos.

Finalmente, aunque los procesos de desensibilizacion y regulacion hacia abajo de los
receptores acoplados a proteina G es muy frecuente, no existe evidencia de estos
fendmenos en cultivos neuronales. No obstante se ha descrito in vivo que la activacion con
agonistas del 5HT7-R en forma prolongada induce la down regulation en el hipotalamo tras
la administracion por 21 dias de un inhibidor del transportador de serotonina (Sleight y
cols., 1995).
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CONCLUSIONES

Durante la madurez del cultivo se observa una polarizacion del 5SHT14-R desde el soma

hacia las dendritas.

En cultivos primarios hipocampales de rata, los niveles de las isoformas 5HT7,-R y
5HT7,-R no varian una con respecto de la otra durante los dias del cultivo 2-14 DIV. No
obstante, ambas isoformas aumentan significativamente entre los 2 y 14 DIV y presentan

una distribucion somato-dendritica.

EI 5HT+-R y el 5HT14-R activan a la via Akt- GSK-3f en cultivos hipocampales de 2 DIV.

El estimulo con 80OH-DPAT sobre neuronas con 7 DIV, promueve un aumento de la Akt-p,
efecto que no se previene por la adicion de los antagonistas de los 5HT1a-R y 5HT+-R,
sugiriendo la participacion otro receptor. Interesantemente, a este estadio neuronal se

produce un desacoplamiento de la via Akt- GSK-3p.

Agonistas serotoninérgicos aumentan la actividad de la cofilina al disminuir su estado de
fosforilacion independientemente del estado de madurez de las neuronas; efecto que no esta
mediado por los 5HT1a-R y 5HT7-R.

En cultivos de 2 DIV la estimulacion del 5HT-R inhibe la formacién de neuritas primarias

pero estimula el crecimiento de las secundarias.

Los cambios inducidos por 5-HT a los 8 DIV, sugieren que el 5HT14-R contribuye en la
disminucion del nimero y largo de las dendritas primarias y secundarias mas largas. Es
decir, el 5HT;a-R inhibe el crecimiento dendritico y la complejidad dendritica,
probablemente al frenar el crecimiento o elongacion, quedando por establecer los

mecanismos asociados.
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9. PROYECCIONES DEL ESTUDIO

A futuro seria de gran importancia evaluar los efectos de la serotonina sobre la morfologia
dendritica y su relacién con las cascadas transduccionales mediante la utilizacién de
inhibidores farmacoldgicos de las vias transduccionales PI3K-Akt-GSK3B, MEK y
Rho-LIMK-Cofilina. De esta forma se debe determinar si los cambios observados en esta
Tesis en el nimero y largo dendritico, promovidos por la activacion de los receptores

5HT1a-R y 5HT7-R, se previenen por la inhibicion de las vias antes mencionadas.

Los efectos observados en la estimulacion con los agonistas serotoninérgicos sobre las vias
estudiadas y no asociados a los receptores 5HT;a-R y 5HT7-R, se pueden deber a la
participacion de otros receptores serotoninérgicos, por lo que el estudio con agonistas y
antagonistas especificos para estos receptores contribuiria a dilucidar el rol de la serotonina
sobre estas cascadas transduccionales.
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