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Resumen

La neurotransmisién noradrenérgica estd relacionada con procesos como el
aprendizaje y la memoria. Se ha observado en el cuadro depresivo una disminucién en
la neurotransmisién de noradrenalina (NA), alteraciones de la arquitectura dendritica y
la disminucion de los niveles de factores tréficos como el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF). El hecho de que una variacién de los niveles de NA pueda activar
diferentes receptores adrenérgicos en el espacio sindptico, podria explicar en parte los
mecanismos de plasticidad sinaptica involucrados en cambios morfofuncionales, desde
acciones sobre la complejidad dendritica hasta la modulacién sobre procesos
complejos como aprendizaje y memoria. Esta nocién es apoyada por el hecho de que
los farmacos que incrementan los niveles de NA en el espacio sinaptico revierten la
atrofia dendritica observada en modelos animales de depresién, y recuperan el
deterioro cognitivo. En base a estos antecedentes hemos propuesto en esta Tesis que:
“La activacion de receptores B-adrenérgicos promueve un aumento en la complejidad
dendritica en cultivos primarios de neuronas hipocampales”. Se obtuvieron cultivos
hipocampales de ratas en estado fetal de 18 dias (E18), y se cultivaron durante 7 dias in
vitro (7 DIV). En estos cultivos se evalud a través de Western Blot la respuesta frente a
la estimulacién de receptores B-adrenérgicos, midiendo la fosforilacion de la Proteina
de Unidn al Elemento de Respuesta al AMP ciclico (CREB) frente a estimulos cortos (5-
15 minutos) con noradrenalina (100 nM) en ausencia y presencia del B-antagonista
propranolol (10 uM). Junto con ello, se observd la distribucién de CREB fosforilado a
través de inmunocitoquimica luego de estimulos de 2 horas con los mismos farmacos.
No fue posible a través de estas técnicas observar modificaciones en la intensidad de la
sefial o la distribucion de p-CREB. Sin embargo, la adicion de NA fue capaz de promover
un incremento en el calcio citosélico, como se demostré a través del uso de sondas

fluorescentes, y una reduccion en la actividad neuronal evaluada por registros whole-



cell. Los cultivos a los 7 DIV presentan receptores B,-adrenérgicos, visualizados a través
de Western Blot. Mas aun, estudios de inmunocitoquimica muestran que el receptor B,
presenta una distribucion principalmente somatodendritica. A través de la estimulacion
farmacoldgica de los cultivos durante 24 horas con NA 100 nM o clenbuterol 25 nM, en
ausencia y presencia de propranolol 10 pM, se estudid si la activacién de receptores
adrenérgicos modula la morfologia dendritica. Esta fue evaluada a través de la
medicién de puntos de intersecciéon (Andlisis de Sholl), puntos de ramificacién, largo y
numero de dendritas. La estimulacion con clenbuterol 25 nM no produjo efecto sobre
ninguno de estos parametros, descartando la participacién de los receptores [,-
adrenérgicos en la arquitectura dendritica. Tampoco produjo efectos en la morfologia
de las dendritas la administracién por separado de noradrenalina o propranolol. Sin
embargo, los cultivos estimulados con NA posterior a la incubacion con propranolol
mostraron una reduccion en el nimero de intersecciones del analisis de Sholl en el
rango de los 30-80 pum en comparacién con el control. Estos cambios estdn
acompanados por un descenso en el largo total de las dendritas primarias, y en
particular de las dendritas primarias mayores a 40 um, sin que el nUmero de dendritas
primarias por neurona se viera modificado. Un efecto similar se observé en las
dendritas secundarias. Estos resultados sugieren que los cambios en el largo dendritico
observados probablemente no se asocian a la activacion de receptores B,-adrenérgicos.
Proponemos que la activaciéon de receptores o- y Bi-adrenérgicos regularian la
morfologia neuronal, probablemente con efectos opuestos, controlando el largo
dendritico de las dendritas primarias y secundarias de mayor tamafio.

El estudio realizado en esta Tesis por primera vez describe efectos de la activacion de
receptores adrenérgicos sobre la morfologia neuronal, pudiendo explicar en parte los
cambios morfolégicos y mejoria cognitiva tras el tratamiento de farmacos que

incrementan los niveles de NA en el espacio sinaptico.



Effects of norepinephrine on dendritic complexity in hippocampal neuron cultures.

SUMMARY

Noradrenergic neurotransmission is related with processes as learning and memory. In
depressive behavior, it has been observed a decrease in noradrenaline (NA)
neurotransmission, alterations on dendritic arborization and a decrease in levels of
trophic factors, such as brain derived neurotrophic factor (BDNF). The fact that
different levels of NA can activate different adrenergic receptors at synaptic cleft, could
explain part of synaptic neuroplasticity mechanisms involved in morphofunctional
alterations, from actions on dendritic complexity to modulation of complex processes
as learning and memory. This notion is supported by the fact that drugs that increase
levels of NA at synaptic cleft reverse dendritic atrophy observed in animal models of
depression, and recover cognitive impairment. Considering these antecedents, this
Thesis proposed that: “Activation of B-adrenergic receptors promotes an increase in
dendritic complexity in primary cultures of hippocampal neurons”. Hippocampal
primary cultures were obtained from embryonic day 18 (E18) Sprague-Dawley rat
fetuses, and cultured for 7 days in vitro (7DIV). In these cultures, changes in
phosphorylation of cAMP-response element binding protein (CREB) were evaluated by
Western Blot, in response to short stimulus (5-15 min) with 100 nM NA in absence and
presence of 10 uM propanolol, a B-adrenergic receptor antagonist. In addition, levels of
phosphorylated CREB (p-CREB) were measured by immunocytochemistry, after
stimulation of 2 hours with the same drugs. It was not possible to observe
modifications on signal intensity of p-CREB through these techniques. However, the
addition of NA promoted an increase in cytosolic calcium, measured by fluorescent
probes for calcium, and a reduction of neuronal activity evaluated by whole-cell

recording. The 7 DIV cultures showed B,-adrenergic receptors, which were visualized by

Xi



Western Blot. Moreover, immunocytochemistry studies showed that B,-adrenergic

receptor was distributed in neurons mainly in the somato-dendritic compartment.

Through pharmacological stimulation of cultures for 24 hours with 100 nM NA or 25
nM clenbuterol, with 10 uM propranolol absent or present, the activation of adrenergic
receptors and their role in dendritic morphology has been measured. Morphology was
evaluated through the measurement of intersection points (Sholl Analysis), branching
points, and dendritic length and number. Stimulation with 25 nM clenbuterol did not
have effect on any of these parameters, thus any role of B,-adrenergic receptors in
dendritic architecture was discarded. Neither administration of NA nor propranolol
alone produced effects on dendrite morphology. However, NA-stimulated cultures
after incubation with propranolol showed a reduction in the number of intersections in
Sholl analysis compared with controls, in the 30-80 um range. Those changes were
accompanied by a reduction in primary dendrites greater than 40 um, without any
modifications in primary dendrite number per neuron. A similar effect was shown in
secondary dendrites. These results suggest that changes observed in dendritic length
were probably not associated with the activation of B,-adrenergic receptors. We
propose that the activation of a- and B;-adrenergic receptors may regulate neuron
morphology, probably with opposite effects, controlling dendritic length of longer
primary and secondary dendrites.

The study carried out in this Thesis describes for first time the effects of adrenergic
receptors activation in dendrite morphology, and may explain in part the morphological
changes and cognitive improvement after treatment of drugs that increase levels of NA

in the synaptic cleft.
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1.- INTRODUCCION

La noradrenalina (NA) se describe como un neurotransmisor y neuromodulador del
sistema nervioso central (Vogt 1954), capaz de influenciar multiples respuestas vy
funciones de las neuronas. La NA es una catecolamina cuyo aminoacido precursor es la
tirosina, compartiendo vias metabdlicas con la dopamina y la adrenalina (Gelinas y
Nguyen 2007). Su sintesis depende de la enzima dopamina-B-hidroxilasa, y su
liberacion ocurre a través de exocitosis dependiente de calcio, cuyos niveles son
regulados por receptores presinapticos (Dixon y cols. 1979). La degradacion de la NA
ocurre principalmente a través de las enzimas catecol-o-metiltransferasa (COMT) y

mono amino oxidasa (MAO) (Gelinas y Nguyen 2007).

En el cerebro de mamiferos, la NA es liberada por fibras que se originan en el locus
coeruleus y que proyectan hacia estructuras como la corteza prefrontal y el hipocampo
entre otras (Gelinas y Nguyen 2007). A través del sistema noradrenérgico se controlan
diferentes procesos como el estado de alerta, la atencidn y el ciclo sueiio-vigilia, y

contribuye a los procesos de memoria y aprendizaje (Aston-Jones y cols. 2001).

1.1.- Receptores adrenérgicos

Las respuestas fisioldgicas asociadas a la NA dependen de su unién con receptores
especificos de membrana en las células efectoras. Los receptores adrenérgicos
pertenecen a una gran familia de receptores que se unen a proteinas G para iniciar la
sefalizacion intracelular. De acuerdo a sus efectos, los receptores se han clasificado en
receptores a- y B-adrenérgicos, y si bien las respuestas transduccionales gatilladas por
cada receptor son conocidas, no se sabe tan bien como estas diversas vias se coordinan
para generar una respuesta fisiolégica apropiada (Gelinas y Nguyen 2007). A través de

la activacion de receptores adrenérgicos, se pueden modificar las propiedades de



neuronas hipocampales a través de la alteracion de la excitabilidad celular o de
modificaciones a nivel sinaptico (Figura N2 1). Se ha evaluado el efecto de la activacion
de receptores adrenérgicos sobre la potenciacion a largo plazo (LTP) o la depresion a
largo plazo (LTD), modelos fuertemente asociados con neuroplasticidad, aprendizaje y

memoria (Braunewell y Manahan-Vaughan 2001; Martin y Morris 2002).

En el hipocampo, los receptores adrenérgicos estan expresados de forma heterogénea
(Jones y cols. 1985; Pieribone y cols. 1994). Por ejemplo, se ha detectado el mRNA de
los receptores aiamp en la region del cuerno de Ammon (CA1-CA4), en las células
granulares del giro dentado y en el hilus (Pieribone y cols. 1994). Los receptores a;
incrementan los niveles de calcio a través de la activacion de Gq, generando un
aumento de IP3 y liberacidn concomitante de calcio desde el reticulo (Docherty 2010)
(Figura N2 1). El receptor adrenérgico a; se localiza postsinapticamente en las neuronas
CA1-CA3 del hipocampo (Scheiderer y cols. 2004) y estimula la actividad de la
fosfolipasa C. Los receptores adrenérgicos ays) a nivel del hipocampo estan presentes
en algunos astrocitos; a su vez, estan localizados presindpticamente en terminales
catecolaminérgicos y no catecolaminérgicos, y postsindpticamente en las espinas
dendriticas de las neuronas piramidales y granulares del hipocampo (Milner y cols.
1998). La activacion de los receptores a, disminuye la actividad adenilato ciclasa (AC) o

activa canales especificos de K" al acoplarse a proteinas Gi o Go (Nestler y cols. 1999).



. J Sintesis NA
J Liberacion NA
J Liberacion Glu

' N cAMP
2+
[EaH e 1 p-CREB
J- excitabilidad neuronal T
A LTD 1 excitabilidad neuronal

A actividad de canales

| /M LTP (moderado) A LTP

Figura N2 1. Esquema de un terminal nervioso noradrenérgico. La
noradrenalina (en rojo) es liberada a la hendidura sindptica, interactuando con
los receptores aj, a, y B adrenérgicos. El receptor presindptico a, regula la
sintesis de NA, mientras que los receptores postsindpticos median varias
respuestas celulares. La accién de la NA se limita por su metabolizacion a través
de las enzimas catecol-o-metiltransferasa (COMT) y mono amino oxidasa (MAO),
0 a través de la recaptacion por el transportador de noradrenalina (NET).
(Adaptado de (Gelinas y Nguyen 2007)).



Se ha descrito la presencia de receptores B, y B,-adrenérgicos en neuronas piramidales,
y en las subregiones del hipocampo en cerebro humano, siendo mds abundante el
mRNA asociado al receptor B,-adrenérgico (Reznikoff y cols. 1986; Gelinas y Nguyen
2007). Los receptores B-adrenérgicos activan proteinas Gs para estimular a la AC,
llevando de esta forma a una respuesta fisioldgica a través de la activacién de la PKA 'y
una activacién del factor transcripcional CREB (Elemento de Respuesta de la proteina
de union de cAMP) a través de la fosforilacién de éste. En cultivos hipocampales, la
activacion de receptores adrenérgicos induce la secrecién del factor neurotréfico de
cerebro, BDNF, y a una mayor fosforilacién de CREB (Chen y cols. 2007). Ademas, la
activacion de los receptores B-adrenérgicos estd acoplada a la activacidon de las
quinasas reguladas por senales extracelulares (ERK) y aumenta el influjo de calcio a
través de los receptores glutamatérgicos tipo tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Raman

y cols. 1996).

1.2.- Inervacidon noradrenérgica y su relacion con la funcién hipocampal.

Se ha descrito que la activacidn de los receptores a- y B-adrenérgicos actuaria en forma
concertada, regulando la excitabilidad neuronal y modulando de esta forma Ia
plasticidad sinaptica en los procesos de LTP y LTD (Martin y Morris 2002). Por ejemplo,
se ha reportado que la NA ejerce una accidn facilitadora de la LTP en el hipocampo,
participando en este efecto los receptores B-adrenérgicos presentes en el area CAl,
cuya activacién aumenta la excitabilidad celular (Winder y cols. 1999).

La activacion de los receptores aj-adrenérgicos disminuye la excitabilidad de las
neuronas en el giro dentado y en las dreas CA1 y CA3 del hipocampo (Harley 1991) y
facilita la LTD en el hipocampo (Scheiderer y cols. 2004). De hecho, se ha observado
qgue animales knockout para el receptor adrenérgico a; presentan déficit en la memoria

visual-espacial, la cual estd asociada a la funcion hipocampal (Spreng y cols. 2001).



1.3.- Disfuncién de la neurotransmision adrenérgica y funcién hipocampal.

Diversos trastornos cognitivos y afectivos se relacionan con una alteracion en la
neurotransmision noradrenérgica, como Alzheimer, estrés postraumatico, déficit
atencional y depresion (Gelinas y Nguyen 2007; Del Campo y cols. 2011; Moret y Briley
2011). En sujetos con depresidn mayor se observa una alteracion en la atencion, la
memoria y el suefio (Blier 2001), sugiriendo que una disfuncién en la neurotransmisién
noradrenérgica puede ser la responsable, al menos en parte, de los sintomas
observados en esta patologia. Por otra parte, se reconoce al estrés como un factor
precipitante de la depresion, debido a que el estrés créonico produce una reduccién en
los niveles de NA, lo que sugiere que una disfuncion del sistema noradrenérgico central
estaria relacionada a la patologia depresiva (Prange 1964; Ordway y cols. 1994). Del
mismo modo, dilucidar la accién de la NA a nivel del sistema nervioso central (SNC) es
clave para comprender el mecanismo de acciéon de los antidepresivos (Cryan y cols.

2004).

En modelos animales, la presencia de agentes estresantes aplicados crénicamente
logra reducir la complejidad dendritica (Cook y Wellman 2004) y la densidad de espinas
dendriticas en corteza prefrontal y en neuronas piramidales del hipocampo (Silva-
Gomez y cols. 2003), afectando de esta forma la neurotransmisidon glutamatérgica. Es
factible que cambios en la neurotransmisidn noradrenérgica asociados al estrés afecten

directa o indirectamente la complejidad dendritica y la densidad de espinas.

1.4.- Noradrenalina y su relacion con BDNF

El desarrollo y mantencion del arbol dendritico es una etapa crucial para el
establecimiento de los circuitos neuronales. El factor neurotroéfico derivado del cerebro
(BDNF) media estos cambios en forma dependiente de la actividad neuronal, debido a

gue su expresion y liberacién es dependiente de ésta (Horch 2004). La sefializacién de



BDNF a través de su receptor TrkB modula la complejidad dendritica de las neuronas
corticales y cerebelares (McAllister y cols. 1995; Schwartz y cols. 1997), y de las
neuronas del hipocampo (Danzer y cols. 2002; Tolwani y cols. 2002). La estimulacidn
por 24 horas con BDNF en neuronas hipocampales incrementa el largo dendritico pero
no la complejidad de éstas (Alonso y cols. 2004). El gen de BDNF es complejo y en la
rata es controlado por 5 promotores, siendo controlado uno de ellos por el factor
transcripcional CREB (Nakagawa y cols. 2002). Se ha mostrado que el tratamiento de
cultivos neuronales con NA aumenta los niveles de BDNF y de p-CREB de forma dosis- y
tiempo-dependiente (Chen y cols. 2007). Para explicar el efecto positivo de NA en los
niveles de BDNF se ha propuesto que existe una transactivacion entre el receptor -
adrenérgico y el receptor TrkB (Chen y cols. 2007). Por otra parte, se ha observado una
disminucién de los niveles del mRNA del BDNF frente a estrés crénico o por el
tratamiento crénico con glucocorticoides (Smith y cols. 1995; Murakami y cols. 2005),
quizds dando cuenta de la atrofia dendritica observada en estas condiciones
experimentales (Magarinos y cols. 1996; Vyas y cols. 2002). Mas aun, nuestro
laboratorio describié que la reduccién del mRNA para BDNF era restituida por el
tratamiento con el antidepresivo desipramina (Bravo y cols. 2009). Este antidepresivo
promueve un aumento en los niveles de catecolaminas, especialmente la NA, en el

espacio sindptico (Tanda y cols. 1996).

De acuerdo a los antecedentes expuestos, es probable que la reduccién de la
arborizacion dendritica observada por la administraciéon de glucocorticoides y estrés en
forma crénica se deba a una disfuncién en la neurotransmisiéon noradrenérgica:,
quedando por establecer si la NA participa directa o indirectamente (a través del BDNF)
sobre la morfologia dendritica. En relacidon con esto, la morfologia neuronal podria
modificarse es a través de la regulacion de vias transduccionales relacionadas con la

organizacién del citoesqueleto neuronal, de forma similar a lo que ocurre en la



sinaptogénesis durante el desarrollo y en el crecimiento y establecimiento de contactos
sinapticos entre dendritas y axones (Schubert y Dotti 2007). Sin embargo, no existen
antecedentes sobre el papel de la activacién de receptores adrenérgicos en la

morfologia neuronal.

En resumen:

- La neurotransmision noradrenérgica esta involucrada en procesos como el
aprendizaje y la memoria, en los cuales hay una importante participacién del

hipocampo.

- La activacién de receptores adrenérgicos modula de forma diferencial la LTP y la LTD.
La activacidn de los receptores B-adrenérgicos esta asociada a una mayor excitabilidad
neuronal; en contraste, la activaciéon de receptores a-adrenérgicos promueve una

menor excitabilidad neuronal.

- La disfuncion noradrenérgica central esta relacionada con la patologia depresiva y con

el mecanismo de accion de los antidepresivos.

- Cambios en la neurotransmisidén serotoninérgica y noradrenérgica asociados al estrés

y a la depresion modifican la complejidad dendritica y la densidad de espinas.

- La neuroplasticidad y la morfologia dendritica en neuronas hipocampales se ve

estrechamente ligada a la presencia de factores tréficos como BDNF.

De acuerdo a estas evidencias, se propone la siguiente Hipétesis:



2.- HIPOTESIS

“La activacion de receptores B-adrenérgicos promueve un aumento en la complejidad

dendritica en cultivos primarios de neuronas hipocampales”

3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general

Determinar si la estimulacién B-adrenérgica modifica la complejidad dendritica y/o el

largo y numero de dendritas en cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata.

3.2.- Objetivos especificos

1) Determinar la activaciéon y presencia de receptores adrenérgicos en cultivos

hipocampales

2) Determinar el efecto de agonistas adrenérgicos sobre la morfologia dendritica.



4.- METODOLOGIA

4.1.- Reactivos generales.

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

Merck (Darmstadt, Alemania): Tris-HCI, KCI, MgCl,, NaCl, SDS, etanol absoluto
(p.a.), NaHPO4, KH,PO4, NaHCO;, ditiotreitol, glicerol, acrilamida, glicina, Tween
20, acido bdrico, glucosa.

Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, E.E.U.U.): rojo Ponceau, HEPES, EGTA, Tris-
HCI,NasP,0,, NaF, NasVO,, Tritédn X-100, Pipes, Paraformaldehido, Albumina
sérica bovina, EDTA.

Winkler (Lampa, Chile): Tris-base.

Invitrogen (Carlsbad, CA, E.E.U.U.): TEMED.

J.T Baker: Glutaraldehido 25%

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

Thermo Scientific (Waltham, MA, E.E.U.U.): Estandar de peso molecular para

geles de poliacrilamida.

4.2.- Animales

Para el desarrollo de este estudio, se utilizaron ratas Sprague-Dawley en estado de

desarrollo de 18 dias de gestacidon (E18), obtenidas del Bioterio de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Chile. Todos los experimentos que se llevaron a cabo

fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.



4.3.- Cultivo primario de neuronas hipocampales

Este se realizé de acuerdo a protocolos establecidos en este laboratorio (Fiedler y cols.
1994). Brevemente, se disecd el hipocampo desde los cerebros de ratas E18 y
posteriormente el tejido se sometié a digestion enzimatica con tripsina (Biological
Industries, Israel) al 0,5% en solucién Hepes 1 mM, NaCl 8 mM, KCl 5 mM, glucosa 5
mM, KH,PO,4 0,44 uM. Luego de 15-25 minutos, la digestion se detuvo mediante la
adiciéon de 1 mL de medio de mantencion DMEM (Sigma-Aldrich, St Louis MO, E.E.U.U.)
al que se agregd suero bovino fetal 10% (HyClone), GlutaMax™ 2 mM (Gibco,
Invitrogen, E.E.U.U.), piruvato de sodio 1 mM (Sigma-Aldrich, St Louis MO, E.E.U.U.) y
50 ui/mL de penicilina-estreptomicina (Gibco, Invitrogen, E.E.U.U.). Posteriormente el
tejido se centrifugd por 235xg durante 4 minutos. El sedimento se resuspendid en
DMEM, las células se disgregaron con una pipeta Pasteur y posteriormente se realizé
una centrifugacion rapida para separar las células dispersas del tejido no disgregado.

Este proceso se repitio a lo menos 3 veces.

Para los ensayos de Western Blot el sobrenadante se depositd sobre placas Petri de 60
mm pretratadas con poli-D-lisina 0,1 mg/mL (Sigma-Aldrich, MO, E.E.U.U.) a una
densidad de 1x10° células/placa. Para los ensayos de inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia las células se sembraron sobre placas de 35 mm con cubre
objetos pretratados con poli-D-lisina 0,1 mg/mL, a una densidad de 80.000
células/placa. En ambos casos, las células se mantuvieron en medio DMEM por 2 horas,
el que posteriormente se reemplazé por medio Neurobasal™ (Gibco, Invitrogen,
E.E.U.U.), el cual favorece el crecimiento de neuronas en desarrollo (Brewer y cols.
1993), al que se agregd GlutaMax™ 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y 50 ui/mL de
penicilina-estreptomicina, junto con el suplemento libre de suero B27 1% (Gibco,
Invitrogen, E.E.U.U.). Las células fueron mantenidas a 372C en un incubador con 5% de

CO,. Con el objetivo de inhibir el crecimiento glial, a las 48 h de cultivo se agregé una

10



mezcla de 5-fluoro-2-deoxiuridina/uridina (Sigma-Aldrich, MO, E.E.U.U.) a una
concentracion final de 4,4 uM. Luego de 24 h el medio fue reemplazado por uno fresco

en ausencia del inhibidor de la replicacion del DNA.

4.4 .- Estrategia farmacoldgica

Con la finalidad de determinar el efecto de la activacidn de los receptores adrenérgicos,
las neuronas se sometieron al estimulo farmacolégico una vez alcanzados los siete dias
de cultivo in vitro (7 DIV). Los farmacos se disolvieron en medio Neurobasal™ antes de
ser anadidos a los cultivos. Las soluciones de farmacos fueron preparadas
inmediatamente antes de su uso. El antagonista (propranolol, 10 uM) se agregd 30
minutos previamente a la estimulacion con los agonistas. La NA (100 nM) se agregd
durante 5-15 minutos. Luego del estimulo, las células se lisaron y se obtuvieron los
extractos de proteinas que fueron utilizadas en los estudios de Western Blot. Para
realizar la evaluacion de los farmacos sobre la morfologia neuronal, éstos se agregaron
durante 24 horas (NA 100 nM, Clenbuterol 25 nM). Posterior al tratamiento, las células
fueron lavadas, fijadas y permeablizadas para realizar la inmunofluorescencia y analisis
de morfologia. Un resumen de la estrategia farmacoldgica se muestra en la Figura N° 2,
mientras que un resumen con las afinidades de los farmacos esta expuesto en la Tabla

Ne 1.
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Figura N° 2: Esquema de estimulacion farmacoldgica para cultivos primarios de
neuronas hipocampales. Las soluciones de farmacos fueron preparadas
inmediatamente antes de su uso. El antagonista (propranolol, 10 uM) se agregd
30 minutos previamente a la estimulacion con los agonistas. (A) La
noradrenalina (100 nM) se agregé durante 5-15 minutos. Luego del estimulo, las
células se lisaron y se obtuvieron los extractos de proteinas que fueron utilizadas
en los estudios de Western Blot. (B) La noradrenalina (100 nM) o clenbuterol (25
nM) se agregaron durante 24 h. Posterior al estimulo, las células se lavaron,
fijaron y permeabilizaron para realizar la inmunofluorescencia y analisis de
morfologia.
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Farmaco

Caracteristicas

Noradrenalina (NA)
(Sigma — Aldrich, A9512)

HO

HO NH,

OH

Clenbuterol (Clen)
(Sigma — Aldrich, C5423)

D

OH

Propranolol (P)
(Research Biochemicals, P-128)

@
9 S

Salbutamol
(Recalcine, REA3-080-06)

HO
HO J<
N
H

OH

Agonista adrenérgico
B1=a1>Bs=a,

Concentracion utilizada: 100 nM
(Cheny cols. 2007)

Agonista adrenérgico

= 1-3 nM para receptores B, > B
(conformacién de alta afinidad)
(Moriny cols. 1997)

Concentracion utilizada: 25 nM

Antagonista inespecifico para receptores
B1y B, adrenérgicos.

Ki = 1-5 nM para receptores 1y B>(Cohen
y cols. 1995)

Concentracion utilizada: 10 uM
(Cheny cols. 2007)

Agonista B,-adrenérgico

Ki = 0,5 nM para receptores B,
(conformacidén de alta afinidad)
9,1 uM para receptores B
(Cohen y cols. 1995)

Concentracion utilizada: 25 nM

Tabla N2 1: Afinidad de los farmacos utilizados para la activacion de
receptores adrenérgicos. Se muestra el valor de Ki para los receptores B1 y B>
adrenérgicos y la concentracién utilizada en los experimentos.
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4.5.- Obtencion de extractos neuronales

Las placas de cultivo primario de neuronas hipocampales se lavaron con PBS una vez
retirados del incubador. La homogeneizacidn se realizé a 42C agregando a cada placa
150 uL de amortiguador de lisis por placa (50 mM Tris HCl pH = 7, NaCl 150 mM, EGTA
0,1 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 0,5 mM, Na3VO,; 0,1 mM, NaF 0,02 mM, NasP,0; 0,025
mM, Tritédn X-100 1,0%) al que se agregd una mezcla de inhibidores de proteasas
(PMSF, E64, Pefabloc, aprotinina, leupeptina, a,-macroglobulina) (Roche, Basilea,
Suiza). El homogenato se sometidé a ultrasonido (Transsonic Digital D-78224
SinGen/HTW, ELMA, Alemania) a 42C durante 5 min y luego se centrifugd a 21380 g
durante 15 min a 42C, descartando el precipitado. En una fraccidn del sobrenadante se
realizdé la cuantificacion de proteinas mediante el método del acido bicinconinico
(Sapan y cols. 1999) en microplacas (Thermo Scientific), utilizando BSA como estandar
para la curva de calibracion y midiendo la absorbancia a 560 nm. El resto del
sobrenadante se desnaturalizé con un amortiguador de carga en una relaciéon 4:1 (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). La solucidn resultante se hirvié durante 5 minutos en un termociclador
(PTC-100, MJ Research Inc, EE.UU.) y finalmente se guardd a -80 2C para su andlisis

posterior mediante Western Blot.

4.6.- Electroforesis y Western Blot

Las proteinas se resolvieron en un gel de poliacrilamida-SDS (Gel concentrador: 5% de
acrilamida/bis-acrilamida (29:1), SDS 0,1%, Tris 125 mM a pH 6,8. Gel separador: 8-
15% de acrilamida/bis-acrilamida (29:1), SDS 0,1% y Tris 375 mM a pH 8,8). La
electroforesis se realizd6 durante 3 horas a 100 V en una cdmara Mini Protean Il
(BioRad Inc, E.E.U.U.) utilizando un amortiguador de corrida Tris 2,5 mM, SDS 0,01%,
glicina 19 mM. Luego las proteinas de la muestra se electrotransfirieron a una

membrana de nitrocelulosa de poro 0,2 um o PVDF (BioRad Inc. E.E.U.U.) en una celda
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de transferencia mini Trans-Blot (BioRad Inc. E.E.U.U.). Como amortiguador de
transferencia se utilizé glicina 19 mM, Tris 2,5 mM, metanol 20%. La transferencia se
realizo durante 1,5 horas a 250 mA en una fuente con hielo (aproximadamente a 42C).
Como control de transferencia, las proteinas presentes en la membrana se tifieron con
una solucion de rojo Ponceau al 0,2%. Posteriormente la membrana se lavd
exhaustivamente con PBS o PBS-Tween 20 dependiendo de las proteinas a evaluar, y
se mantuvo en solucion de bloqueo durante 60 minutos. Para la medicién de cada
proteina de interés se utilizaron anticuerpos especificos, como se muestra en la Tabla

N° 1.

Al dia siguiente se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con una solucién de
PBS o TBS de acuerdo al anticuerpo utilizado (Ver Tabla 2), con agitacion a temperatura
ambiente. Se incubd la membrana con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa
de rabano durante dos horas con agitacion a temperatura ambiente. Nuevamente se
sometié la membrana a tres lavados de 5 minutos cada uno y luego se incubd con el
reactivo de quimioluminiscencia durante 1 minuto (PerkinElmer, Massachusetts,
E.E.U.U). La membrana se puso en contacto con un film fotografico BioMax (Kodak)
durante distintos tiempos (entre 30 segundos y 30 minutos). El film se colocd en una
solucion de revelado durante 1 min y luego en una solucién de fijado durante 5 min
(AGFA-Gevaert, Mortsel, Bélgica). Las bandas obtenidas en los films se analizaron
mediante densitometria con el programa UN-SCAN-IT gel, Automated Digitizing System

Versién 5,0 para Windows usando un escaner ColorPage-HR6X (Genius).
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Tabla N° 2. Listado de anticuerpos utilizados para Western Blot.

Anticuerpo/Empresa Huésped | Concentracion Condiciones
Receptor B, adrenérgico | Conejo 1:100 Bloqueo: leche 3%, PBS-Tween 0,1%
Santa Cruz Anticuerpo primario: leche 1%, PBS-Tween
0,1%
Lavados: PBS x2, PBS-Tween 0,1% x1
Exposiciéon: 1-5 minutos
CREB-P (Ser 133) Conejo 1:1000 Bloqueo: leche 3%, PBS
Upstate Anticuerpo primario: leche 3%, PBS
Lavados: H,0 destilada x2, PBS x1
Exposicion: 30 segundos - 3 minutos
CREB total Conejo 1:1000 Bloqueo: leche 3%, PBS
Cell Signaling Anticuerpo primario: leche 3%, PBS
Lavados: PBS
Exposicion: 3-10 minutos
Beta-actina Conejo 1:10000 Bloqueo: leche 3%, PBS-Tween 0,1%
(Control de carga) Anticuerpo primario: leche 3%, PBS-Tween
Santa Cruz 0,1%
Lavados: PBS-Tween 0,1%
Exposicién: 5 segundos — 1 minuto
Anti IgG de conejo Cabra 1:5000 BSA 5%, TBS-Tween 0,1%

conjugado con HRP
(Anticuerpo secundario)
Thermo Scientific

(Cofilina y Cofilina-P)

Leche 3%, PBS-Tween 0,1%
(CREB-P, CREB, receptor B,)
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4.7.- Inmunocitoquimica.

Los cultivos de neuronas 7 DIV se fijaron y permeabilizaron simultaneamente (Witte y
cols. 2008) en medio PHEM (Pipes 60 mM, Hepes 25 mM, EGTA 5 mM y MgCl 1 mM)
con glutaraldehido al 0,25%, paraformaldehido al 3,7%, sacarosa al 3,7% y Triton X-100
al 0,1%. Para apagar la autofluorescencia de las células, se agregd NH4Cl 50 mM en PBS
durante 5 minutos. Las neuronas adheridas a los cubreobjetos se incubaron
posteriormente por 1 hora a temperatura ambiente en solucidon de bloqueo (suero
fetal de bovino 2%, seroalbumina bovina 2% (Sigma-Aldrich, St Louis MO, E.E.U.U.) y
gelatina de pescado [Sigma-Aldrich, St Louis, Mo. E.E.U.U.)] 0,2%) preparada en PBS. El
anticuerpo primario se agregd en solucidn de bloqueo al 10% y se incubd durante toda
la noche a 49C. Al dia siguiente, los cubreobjetos se sometieron a 3 lavados de 5
minutos antes de que se agregara el anticuerpo secundario respectivo (Molecular
Probes, Oregon, E.E.U.U.) en la misma solucién de bloqueo al 10%, y se mantuvo por 3
horas a temperatura ambiente y en oscuridad. En el caso que se requirié de la
deteccidn de otra proteina en las neuronas, se agregd posterior a este paso el otro
anticuerpo primario obtenido en una especie diferente al usado. Las condiciones de
incubacién con el anticuerpo y lavados fueron similares. Mediante este protocolo se
determind la presencia del receptor B, adrenérgico y se observé el cambio en el estado
de fosforilacion de CREB en neuronas que fueron marcadas para la presencia de
MAP2A. Los anticuerpos utilizados se muestran en la tabla N2 3. Del mismo modo, las
diversas combinaciones de anticuerpos y tinciones estan descritas en la tabla N2 4.

Para la observacién del citoesqueleto de actina se agregd faloidina-rodamina (1:500;
Molecular Probes, Oregon, E.E.U.U.) por 30 minutos. Posteriormentese incubd por 5
minutos con la tincion nuclear Hoechst (Molecular Probes, Oregon, E.E.U.U.) y
finalmente las células se cubrieron con medio de montaje para fluorescencia (Dako,

Dinamarca).
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Tabla N° 3. Listado de anticuerpos utilizados para Inmunocitoquimica

Anticuerpo

Receptor beta-2 adrenérgico

CREB-P (Ser 133)
MAP2A

Alexa 488 IgG anti-ratén
Alexa 568 IgG anti-ratén
Alexa 568 IgG anti-conejo

Tabla N2 4. Esquema de experimentos de colocalizacidn.

Empresa Huésped
Santa Cruz Conejo
Upstate Conejo
Sigma Aldrich Raton
Molecular Probes Cabra
Molecular Probes Cabra
Molecular Probes Cabra

Concentracion
1:50

1:100

1:1000

1:250
1:250
1:250

Experimento

Primer anticuerpo

Segundo anticuerpo

1.- Para receptor B,

MAP2A
Alexa 488 IgG anti-raton

Receptor B,
Alexa 568 IgG anti-conejo

2.- Para CREB-P

MAP2A
Alexa 488 IgG anti-ratdn

CREB-P
Alexa 568 IgG anti-conejo

2.- Para estudio morfologia dendritica

MAP2A
Alexa 568 IgG anti-raton

Faloidina-rodamina

*En todos los casos se agrego la tincidn Hoechst (azul) para identificar el nucleo
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4.8.- Medicién de calcio citosdlico

Las neuronas hipocampales (10 — 12 DIV) fueron incubadas con la sonda fluorescente
Fluo-4 AM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 5 uM por 30 m a 37 °C protegidas de la luz.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos por vez con Solucion Externa
Normal (NaCl 150 mM; KCI 5,4 mM; CaCl, 2 mM; MgCl, 1 mM; Glucosa 10 mM; HEPES
10 mM; Sacarosa 50 mM). Las células fueron incubadas por 24 h y posteriormente se
registraron sefiales de los transitorios de Ca®* citosélico, o bien inducidos por la
perfusién de NA (5 segundos). Para las mediciones y registros se utilizé6 un microscopio
de fluorescencia invertido Nikon TE-2000-U (Nikon, Tokyo, Japdn), mientras que los
cambios en la concentracién de Ca** citosélico se registraron con una cdmara EM-CCD
ixon+ de 16 bit (Andor, Belfast, Irlanda del norte) y se visualizan en el software Imaging

Workbench 6.0 (INDEC BioSystems, Santa Clara, CA, USA).

4.9.- Evaluacion de la actividad sinaptica espontanea

Para ello se utilizd la técnica electrofisiolégica de Patch Clamp en la modalidad de
célula unica con la configuracién de célula completa (whole cell). Las neuronas
hipocampales 12 DIV se transfirieron a un pocillo donde se les agregd Solucién Externa
Normal (NaCl 150 mM; KCI 5,4 mM; CaCl, 2 mM; MgCl, 1 mM; Glucosa 10 mM; HEPES
10 mM; Sacarosa 50 mM), de modo que la concentracidn de iones fuese similar a la del
liquido extracelular, y con una osmolaridad de 300 mOsM. Los registros de actividad
sindptica fueron realizados mediante un amplificador Axonpatch 200B (Axon-
Instruments, Inc., Burlingame, CA) y un microscopio invertido (Nikon, Eclipse, TE 2000-
S, Japdn). El voltaje de la célula se fijé en -60 mV, registrandose con una velocidad de

muestreo de 50 ps.

Para la medicidn de la actividad sindptica, los cambios de corriente en las neuronas,

previamente incubadas con las condiciones experimentales establecidas se detectaron
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en un intervalo de 2 minutos, mientras que el registro fue filtrado a 5 KHz, y la sedal
digitalizada con un computador conectado al sistema de registro mediante una tarjeta
de adquisicion (Digidata 1440A, Axon Instruments) y el programa computacional
pClamp 10 (Axon Instruments). Las pipetas de patch se elaboraron con capilares de
borosilicato (World Precision Instrumentos, FL) en un estirador horizontal de pipetas
(Sutter Instruments, USA). La resistencia promedio de las pipetas de patch fue entre 2 a
5 MQ, mientras que la solucién interna se prepard de la siguiente forma: KCl 120 mM;
MgCl, 2 mM; ATP/Na; 2 mM; BAPTA 10 mM; GTP 0,5 mM; HEPES 10 mM; pH 7.4. Los
registros fueron realizados por un periodo de tiempo de 2 minutos. Posteriormente, los
datos fueron transferidos y analizados mediante el programa MiniAnalysis 5.0
(Synaptosoft, USA), en donde se realizd la cuantificaciéon de los eventos sinapticos,

representada por la frecuencia.

4.10.- Cuantificaciéon de largo y numero de dendritas y analisis de Sholl.

Para el estudio de imagen se utilizé un microscopio confocal de unidad de disco
giratorio (DSU) (Olympus) y las fotografias se tomaron con una magnificacion de 40X.
Los criterios utilizados para la seleccidon de neuronas a fotografiar fueron que éstas: (1)
presentaran una morfologia acorde a una neurona viva saludable (adhesidn, ausencia
de cuerpos apoptdticos, etc.). (2) presentaran neuritas definidas y (3) no presentaran

contacto con otras células, de modo que no hubiera interferencia en los analisis.

Una vez que se obtuvieron las fotografias, se procesaron en el programa Imagel) (NIH,
rsb.info.nih.gov/ij) para obtener la imagen fusionada de las tres sefiales. A través de la
tincidn nuclear (Hoechst, sefal azul) 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 aproximacién al largo verdadero de las

dendritas a través de los filamentos de actina, al visualizar el cono de crecimiento
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dendritico. Para reconocer las dendritas fue utilizado el marcador dendritico MAP2A

(verde) Ver Figura N2 3 y Tabla N2 4.

La cuantificacidn del largo dendritico se realizd a través del programa Neuron). 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 amablemente proporcionado por la Dra. Lorene Lanier
(Universidad de Minnesota, E.E.U.U.) y (2) La preparacién de las imagenes y su
cuantificacion en Neuron) se realizaron por personas distintas. Para ello se contd con la
valiosa cooperacion de Paulina Rojas, candidata al Doctorado en Farmacologia de la

Universidad de Chile.

Una vez que se obtuvo el trazado de las dendritas a través de NeuronJ se pudo estudiar
largo y niumero de dendritas, a través de la exportacién de los datos desde NeuronJ a
Microsoft Excel. Ademas, a partir de estos datos fue posible generar un analisis de Sholl
(Sholl 1953), con la gran ventaja de que el trazado de las neuronas fue mucho mas facil
de procesar por Sholl como un “esqueleto” de la imagen original que a través de la
ediciéon de imagenes realizada convencionalmente. Con este fin fue utilizado 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 requirié ademas 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. Una vez finalizado el procedimiento, se
entregaron los resultados tabulados en hojas de célculo de Microsoft Excel para su
posterior andlisis grafico. Una explicacion grafica de la forma en que los resultados son

entregados se puede observar en las Figuras N° 3,4y 5.
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4.11.- Andlisis estadistico.

Cada experimento se realizd a lo menos tres veces, cada una de ellas en triplicado. Los
datos segun el nimero de condiciones fueron analizados 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

utilizé el programa estadistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
E.E.U.U.).
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Figura N° 4: Metodologia para analisis de Sholl de neuronas hipocampales.(A) Las neuronas se
fotografiaron en un microscopio confocal DSU y los canales se integraron en el programa ImageJ.
(Rojo: faloidina-rodamina, verde: MAP2A, azul: Hoechst). Posteriormente se realizé el trazado de
las dendritas en el programa Neuron) (B) A través del programa NeuronStudio se revisaron los
trazos realizados para las neuronas para establecer la presencia de puntos de ramificacion
(branching points) y puntos de término. (C) Utilizando el programa Bonfire en MATLAB 7.0, se
analizo la informacidn proveniente del programa NeuronStudio y se realizé el analisis de Sholl.
(D) El nimero de intersecciones por circulo se exportd finalmente a una hoja de célculo 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 N° 5. Procesamiento de imagenes para la cuantificacion dendritica y analisis de
Sholl. (A) Las células se visualizaron en un microscopio confocal DSU (Olympus), y se
capturaron las sefiales en distintos canales dependiendo del fluordforo utilizado. La seial
de MAP2A, con la que se pudo observar la arborizacién dendritica (fluorescencia verde); la
sefial de faloidina-rodamina, que permitid observar el citoesqueleto de actina y los conos
de crecimiento dendritico (fluorescencia roja), y la tinciéon nuclear Hoechst (fluorescencia
azul). A través del programa Imagel se formd la imagen fusionada de las tres sefales para
cada neurona. Las imagenes fusionadas, transformadas en escala de grises, se renombraron
aleatoriamente antes de ser analizadas. (B) A través del programa Neuron] se trazaron las
dendritas desde el soma de cada neurona, diferencidandolas en primarias, secundarias y
terciarias. A partir de la organizacion de estos datos se estudié el largo y niumero de
dendritas por neurona. (C) El archivo del trazado para cada neurona (extensién .ndf) fue
reconvertido (extension .swc) a través del programa Bonfire para poder determinar puntos
de ramificacion y puntos de término en el programa NeuronStudio. El programa Bonfire
permitié la posterior revision y exportacion de los datos obtenidos. (D) A través del
programa Microsoft Excel 2007 se organizaron los valores obtenidos en tablas de datos, que
se graficaron y analizaron estadisticamente en el programa GraphPad Prism 5.0
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5.- RESULTADOS

La finalidad de esta Tesis fue determinar si la presencia de agonistas B-adrenérgicos
promovia cambios en la morfologia neuronal. Por ello se evaluaron principalmente los
cultivos neuronales a 7 DIV, periodo en que las neuronas aun no han alcanzado una
completa madurez pero si han logrado diferenciar su axén, siendo posible observar
cambios en la morfologia dendritica de forma diferencial asociados a la activacién de

receptores B-adrenérgicos.

5.1.- Activacion farmacoldgica de los receptores adrenérgicos

Se ha reportado en la literatura una relacion entre la estimulacion de receptores
adrenérgicos en cultivo primario de hipocampo y la activacion de varias vias
transduccionales relacionadas con la sobrevida neuronal, como la vias de las MAP
quinasas y la via PI3K-Akt, donde ambas promueven la fosforilacion de la proteina CREB

en Ser'*(Chen y cols. 2007; Juric y cols. 2008).

Con la finalidad de determinar en el cultivo la funcionalidad de los receptores
adrenérgicos, se evalud el efecto de la estimulacion con noradrenalina sobre la cuantia
de fosforilacion de CREB mediante la técnica de Western Blot, en funcion de la
madurez de los cultivos. En la Figura N° 6 se muestra que la estimulaciéon no produjo

variaciones en los niveles de fosforilacién del CREB en Ser'*

(p-CREB) en los tiempos
evaluados (5-15 min). La adicién del antagonista propranolol 10 uM tampoco produjo

efecto sobre el nivel de fosforilacion basal de CREB.

Estos resultados negativos pueden indicar que el cultivo no es capaz de responder a los
estimulos utilizados. Sin embargo, era factible que la respuesta al estimulo no fuese
homogénea, teniendo la consideracidon de que en el cultivo primario de hipocampo se

observan diferentes poblaciones de neuronas (Banker y Cowan 1979). Por ello, se
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determinaron cambios en la intensidad de la marca de p-CREB en el nucleo frente a la
adicion de noradrenalina o propranolol en un rango de tiempo acorde con lo descrito
en la literatura (Chen y cols. 2007). La Figura N2 7 muestra que la mayoria de las células
fueron positivas para la inmunotincién contra p-CREB y que esta proteina esta
preferencialmente asociada al nucleo en todas las condiciones experimentales.
Tampoco fue posible establecer a través de esta técnica variaciones significativas en la
intensidad de la inmunoreactividad luego de los estimulos con los distintos farmacos,
aun cuando luego de 2 horas de exposicion a la noradrenalina se observa una
disminucién en la intensidad de la sefial. También es factible que la temporalidad

escogida no fuese la apropiada.
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Figura N2 6: Niveles de fosforilacion de CREB en cultivos mediante la técnica de Western
Blot. Cultivos hipocampales de 7 DIV fueron estimulados con noradrenalina (100 nM) y
posteriormente se obtuvieron extractos de proteinas totales. El antagonista propranolol
(10 uM) fue agregado 30 min previo al agonista. (A) Muestra un inmunoblot
representativo de las muestras. (B) Cuantificacion de los niveles de p-CREB respecto a los
de CREB total, frente a estimulos de agonistas por 5 y 15 minutos respectivamente. Los
valores representan el promedio + error estdndar de la media, correspondientes a 3
cultivos independientes. Los datos fueron analizados mediante analisis de ANOVA no
paramétrico.
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Figura N° 7: Inmunocitoquimica para p-CREB en cultivos 7 DIV. Las neuronas fueron
cultivadas durante 7 dias y estimuladas con Noradrenalina 100 nM por 2 horas. El
antagonista propranolol fue agregado 30 min previo al agonista. Las células fueron
posteriormente fijadas e inmunotefiidas con MAP2A (marcador dendritico, en rojo) y
con anticuerpos para p-CREB (verde). Imagenes obtenidas en microscopio de
epifluorescencia, zoom 40X. Las imagenes son fusionadas a través del programa ImageJ.
La barra representa 100 um. Experimento realizado en triplicado.
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En colaboracién con el Prof. Jorge Fuentealba, de la Universidad de Concepcién, se
determiné que la estimulacién con NA 10 nM promovia sefiales transitorias de calcio en
cultivos neuronales 10 DIV (Figura N2 8). La sefial de calcio generada por la
estimulacion es una sefal algo mas lenta y superior en magnitud a las sefiales
espontaneas de Ca’’. Aunque este experimento no fue realizado a los 7 DIV, el
resultado fue muy valioso puesto que mostré que la activacion de los receptores
adrenérgicos se relaciona con un aumento del calcio citosélico, aunque no fue posible
determinar a qué receptor adrenérgico corresponderia esta activaciéon. De forma
complementaria, la Figura N2 9 muestra una disminucién en la excitacion neuronal
frente a la estimulacion con noradrenalina 1 uM en neuronas hipocampales 12 DIV. En
conjunto, estos datos de electrofisiologia nos muestran una reduccion de la actividad
neuronal promovida por NA que puede ser reflejo de cambios en la actividad
excitadora (liberaciéon de glutamato) o un aumento del tono inhibitorio (liberacién de

GABA).

En resumen, podemos sugerir que la estimulacion de los receptores adrenérgicos lleva
a una activacion de las neuronas presentes en cultivos primarios hipocampales de rata.
Sin embargo, no fue posible asociar esta activacion con un aumento en la fosforilacion
de CREB, como se ha reportado previamente (Chen y cols. 2007). Tampoco se pudo
determinar cudl o cuales de los receptores adrenérgicos estan involucrados en las

sefiales transitorias de calcio y en la excitabilidad neuronal.

5.2.- Distribucidn del receptor B,-adrenérgico en cultivos primarios hipocampales.

Existe amplia evidencia en la literatura sobre la presencia de los receptores B-
adrenérgicos en el hipocampo (Booze y cols. 1993; Milner y cols. 2000) y de su
importancia en la regulacion de la plasticidad sinaptica y en los procesos de aprendizaje

y memoria (Gelinas y Nguyen 2007). Los receptores B-adrenérgicos se encuentran
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presentes en el hipocampo principalmente en las regiones postsinapticas del giro
dentado (Milner y cols. 2000) y en las neuronas de las regiones CAl y CA3,
observandose que el receptor B; estd mds asociado al soma y al citoplasma, mientras
que el receptor B, presenta ademads una distribucion nuclear (Guo y Li 2007). Dentro de
los receptores adrenérgicos, fue de nuestro particular interés el estudio del receptor
B,, que estd presente en la regidn postsindptica en neuronas piramidales del
hipocampo e involucrado en los procesos de aprendizaje y memoria (Joiner y cols.
2010).

Con el objetivo de evaluar la presencia del receptor B,-adrenérgico en extractos de
cultivos primarios hipocampales, se realizd la lisis de placas de cultivo de 60 mm en un
minimo volumen de amortiguador de lisis. En la Figura N2 10 (A) se muestra un
Western Blot representativo en el cual se incluyeron muestras de cerebelo e
hipocampo de ratas neonatas P3 como control positivo (Rainbow y cols. 1984). Se
aprecia una banda inmunoreactiva entre los 60-70 KDa, que es aproximadamente el
peso esperado para la proteina, segun los datos del fabricante y la literatura (Zhang y
cols. 2008). Sobre la banda de interés fue posible observar un bandeo probablemente
relacionado con modificaciones postraduccionales de la proteina, como glicosilacion
(Hamdani y van der Velden 2009). En extractos de cultivos neuronales de hipocampo se
observaron bandas inmunoreactivas en todos los DIV evaluados. Para determinar la
localizacidon del receptor B, en las neuronas hipocampales, se realizaron experimentos
de inmunocitoquimica. Como se observa en la Figura N° 10 (B), la inmunoreactividad se
distribuye en el soma y en dendritas que estan marcadas con anticuerpo para MAP2A.
A su vez, se observa que ambas sefales tienen perfiles de distribucién similares.
Por lo tanto, se puede concluir que el receptor B, adrenérgico tiene en los cultivos una
distribucién somatodendritica entre los 7 y los 21 DIV. Se investigd entonces si la
activacion de los receptores adrenérgicos, en particular el receptor adrenérgico B,, es

capaz de modificar la morfologia dendritica de neuronas hipocampales.
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Figura N2 8. Medicion de sefiales intracelulares de Ca’* en cultivos
hipocampales 10 DIV. Las células fueron incubadas con Fluo-4 durante 30 min
y luego se inicid un registro del cambio de la fluorescencia en una region de
interés (ROI) de los somas de las neuronas de un mismo campo.
Posteriormente se agregd un pulso de Solucion Externa Normal (SEN) y otro de
noradrenalina 10 nM (NA) por 5 s y se determind el cambio de la fluorescencia.
Cada linea representa una ROI dentro de una neurona del campo estudiado.
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Figura N2 9. Medicion de corrientes sinapticas espontaneas en cultivos
hipocampales 12 DIV. Registro en configuracion whole-cell previo y posterior a
la administracién de un pulso de 10 s de noradrenalina 1 uM (NA).
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Figura N° 10: Determinaciéon de los niveles de receptor B, adrenérgico
durante distintos DIV en cultivos primarios hipocampales. (A) Western blot
para el receptor B, adrenérgico. Se obtuvieron extractos de proteinas totales
a partir de cultivos en distintos dias in vitro. La senal asociada al receptor B,
adrenérgico (~64 KDa) se observé en cultivos hipocampales de 7, 14y 21 DIV.
Sefales representativas de 4 cultivos independientes. Como control positivo
se utilizaron muestras de cerebelo e hipocampo de ratas neonatas P3
(derecha). La barra representa 100 um. (B) /nmunocitoquimica para el
receptor B, adrenérgico. Fotografias de inmunofluorescencia para MAP2A
(rojo), receptor B, adrenérgico (verde) y Hoechst (azul) para 8 y 15 DIV,
microscopio de epifluorescencia, zoom 40X. Las imagenes son fusionadas a
través del programa Imagel.
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5.3.- Efecto de agonistas adrenérgicos sobre la morfologia dendritica

El desafio mas grande que se ha planteado en esta Tesis ha sido la implementacién de
una metodologia apropiada para un estudio satisfactorio de la morfologia dendritica en
cultivos primarios hipocampales. El esfuerzo se centré principalmente en: (1) la
busqueda de condiciones 6ptimas de cultivo para mantener neuronas a una baja
densidad en el cultivo, (2) marcaje de las neuronas mediante el uso de marcadores
dendriticos (MAP2A) y de los conos de crecimiento, asociados al citoesqueleto de
actina (faloidina-rodamina), (3) la obtencién de fotografias de neuronas aisladas
saludables, (4) la implementacion de una metodologia apropiada de cuantificacion y (5)
un analisis global que permita entregar conclusiones veraces.

Se pueden apreciar fotografias representativas de las neuronas estudiadas en la Figura
Ne 11.

Con el fin de estudiar el efecto de la activacion de los receptores adrenérgicos sobre la
morfologia neuronal, los cultivos se estimularon durante 24 horas con noradrenalina
100 nM o clenbuterol 25 nM, un agonista B, adrenérgico descrito previamente en
(Semkova y cols. 1996). Como antagonista adrenérgico se utilizdé propranolol 10 puM.

(Ver Figura N2 2).
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NA 100 nM NA 100 nM + P 10 uM

Cl 25 nM Cl25 nM + P 10 uM

Figura N2 11. Imagenes representativas de neuronas 8 DIV utilizadas para mediciéon de
morfologia dendritica. Las neuronas fueron cultivadas durante 8 dias y posteriormente
fijadas e inmuno tefiidas con MAP2a (marcador dendritico, verde) y con faloidina-
rodamina (marcador de citoesqueleto de actina, rojo), junto con la tincidon nuclear Hoechst
(azul). Se utilizé un microscopio confocal DSU, objetivo 40X. Los canales fueron integrados
a través del programa Imagel. La barra representa 100 pum.

Neuronas pertenecientes a las condiciones: Control (n=280), Noradrenalina 100 nM
(n=63), Noradrenalina 100 nM + Propranolol 10 uM (n=78), Clenbuterol 25 nM (n=67) y
Clenbuterol 25 nM + Propranolol 10 puM (n=29), provenientes de 4 cultivos
independientes.
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El efecto de la estimulacion farmacoldgica sobre la morfologia dendritica se estudié a

través de los siguientes enfoques:

5.3.1.-Andlisis de Sholl. Para esto se trazaron circulos concéntricos desde el soma hacia

el exterior y posteriormente se cuantificd el nimero de intersecciones de la neurona
con cada uno de estos circulos, como fue presentado en la Figura N° 4. El analisis de
Sholl, por su sencillez, es ampliamente utilizado como una forma de evaluar la
complejidad dendritica (Ristanovic y cols. 2006).

Se cuantificd a través del analisis de Sholl el nimero de intersecciones por neurona de
cultivos estimulados con salbutamol y clenbuterol, agonistas especificos B,
adrenérgicos (Figura N2 12). Los resultados indicaron que ni la adicidon de salbutamol o
de clenbuterol 25 nM a los cultivos logré modificar el numero de intersecciones,
confirmando que la activacion del receptor B, por si misma no lograria modificar
significativamente la arquitectura dendritica.

Los resultados del analisis de Sholl para la estrategia farmacoldgica con noradrenalina,
clenbuterol y propranolol se resumen en las Figuras N2 13 y N2 14. La incubacidn de los
cultivos con clenbuterol 25 nM o propranolol 10 uM por 24 horas no produjo ninguna
modificacion en el nimero de intersecciones. Sin embargo, se observd que la adicion
de noradrenalina 100 nM posterior a la incubacién con propranolol 10 uM produjo una
reduccion en el nimero de intersecciones en el rango de 30-80 um respecto al control.
Esto sugiere que la noradrenalina ejerce acciones a través de uno o mas subtipos de
receptores adrenérgicos distintos a los receptores B,, en donde el blogueo especifico
de receptores adrenérgicos podria relacionarse con la disminucién observada en el

numero de intersecciones.
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Figura N° 12: Efecto de agonistas B,-adrenérgicos sobre el nimero de intersecciones del
analisis de Sholl para cultivos primarios hipocampales 8 DIV. Las neuronas fueron fijadas
e inmunotefidas para realizar el recuento del nimero de intersecciones en neuronas a los
8 DIV mediante el analisis de Sholl. Las neuronas son fotografiadas en un microscopio
confocal DSU y las dendritas son trazadas en el programa Neuron). Mediante el programa
NeuronStudio se establece la presencia de puntos de ramificacidon y puntos de término.
Utilizando el programa Bonfire (en MATLAB 7.0) se analiza la informacién proveniente del
programa NeuronStudio y se realiza el andlisis de Sholl. Valores representan el promedio
de intersecciones * error estandar de la media. Neuronas cuantificadas para las
condiciones control (n=280), Clenbuterol 25 nM (n=67) y Salbutamol 25 nM (n=52),
provenientes de 4 cultivos independientes.
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Figura N° 13: Analisis de Sholl para la estimulacion con Noradrenalina (NA) de
cultivos primarios hipocampales 8 DIV. Las neuronas fueron fijadas e
inmunotefiidas para realizar el recuento del nimero de intersecciones en neuronas a
los 8 DIV mediante el andlisis de Sholl. Las neuronas son fotografiadas en un
microscopio confocal DSU y las dendritas son trazadas en el programa Neuronl.
Mediante el programa NeuronStudio se establece la presencia de puntos de
ramificacion y puntos de término. Utilizando el programa Bonfire (en MATLAB 7.0)
se analiza la informacién proveniente del programa NeuronStudio y se realiza el
analisis de Sholl. Valores representan el promedio de intersecciones + error estandar
de la media. Neuronas cuantificadas para las condiciones control (n=280),
Noradrenalina 100 nM (n=63), Noradrenalina + Propranolol (n=78), y Propranolol 10
UM (n=42), provenientes de 4 cultivos independientes.

Se muestran las diferencias significativas a través de:
*Control v/s Noradrenalina + Propranolol

# Noradrenalina v/s Noradrenalina + Propranolol

& Noradrenalina + Propranolol v/s Propranolol

* p<0,05; ** 4 &R p<0,01;  HH## &&& p <0,001.
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Figura N° 14: Analisis de Sholl para la estimulaciéon con Clenbuterol de cultivos
primarios hipocampales 8 DIV. Las neuronas fueron fijadas e inmunotefiidas para
realizar el recuento del nimero de intersecciones en neuronas a los 8 DIV mediante
el andlisis de Sholl. Las neuronas son fotografiadas en un microscopio confocal DSU y
las dendritas son trazadas en el programa Neuron). Mediante el programa
NeuronStudio se establece la presencia de puntos de ramificacién y puntos de
término. Utilizando el programa Bonfire (en MATLAB 7.0) se analiza la informacién
proveniente del programa NeuronStudio y se realiza el analisis de Sholl. Valores
representan el promedio de intersecciones * error estandar de la media. Neuronas
cuantificadas para las condiciones control (n=280), Clenbuterol 25 nM (n=67),
Clenbuterol + Propranolol (n=29) y Propranolol 10 uM (n=42), provenientes de 4
cultivos independientes.
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3.3.2.- Puntos de ramificacion. Junto con los datos del analisis de Sholl es posible

obtener de forma complementaria el nUmero de puntos de ramificacién por neurona
para cada una de las condiciones experimentales. Los resultados estan representados
en la Figura N2 15. Ninguna de las condiciones experimentales utilizadas es capaz de
modificar significativamente el nimero de puntos de ramificaciéon por neurona. Ello nos
lleva a pensar que las modificaciones observadas en el andlisis de Sholl son debidas
principalmente a variaciones en el largo y/o nimero de dendritas por neurona, y no a

su patron de ramificaciones.

5.3.3.- Numero de dendritas: En las Figuras N2 16 y N2 17 es posible observar que el

numero de dendritas primarias y secundarias no se modificd frente a los distintos
farmacos. Sin embargo, al separar los datos de acuerdo al largo dendritico, se puede
apreciar que la accidon conjunta de noradrenalina y propranolol logré a la vez aumentar
el nimero de dendritas primarias menores de 40 um y disminuir el nimero de
dendritas primarias mayores a 40 um. Por otro lado, en la Figura N2 17 se muestra que
la presencia de clenbuterol y propranolol produjo una tendencia al aumento en el
numero de dendritas primarias por neurona, efecto asociado fundamentalmente a las

dendritas primarias menores a 40 um.
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Figura N° 15: Anadlisis de puntos de ramificacion para cultivos primarios
hipocampales 8 DIV. Las neuronas fueron fijadas e inmunotefiidas para realizar
el recuento del nimero de intersecciones en neuronas a los 8 DIV mediante el
analisis de Sholl. Las neuronas fueron fotografiadas en un microscopio confocal
DSU vy las dendritas fueron trazadas en el programa Neuron). Los puntos de
ramificacion se establecieron a través del programa NeuronStudio y se
exportaron a través del programa Bonfire (en MATLAB 7.0). Valores representan
el promedio de puntos de ramificacion * error estdndar de la media. Neuronas
cuantificadas para las condiciones control (n=280), Noradrenalina 100 nM
(n=63), Noradrenalina + Propranolol (n=78), Clenbuterol 25 nM (n=66),
Clenbuterol + Propranolol (n=29) y Propranolol 10 uM (n=42), provenientes de 4
cultivos independientes.
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Figura N2 16: Efecto de la estimulacion con NA sobre el nimero de dendritas primarias y
secundarias por neurona en cultivos primarios hipocampales 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV
fueron incubadas durante 24 h con NA 100 nM. El antagonista propranolol se agregd 30 min previo
al agonista. Las neuronas fueron fijadas e inmuno tefiidas contra MAP2a y el citoesqueleto de
actina fue marcado con rodamina-faloidina. Para determinar el largo dendritico total, se sumo el
largo de las dendritas primarias y secundarias en cada neurona. Neuronas cuantificadas para las
condiciones control (n=280), Noradrenalina (n=63), Noradrenalina + Propranolol (n=78) y
Propranolol (n=42), correspondientes a 4 cultivos independientes. Los valores del numero
dendritico son entregados por el programa Neuronl). Los datos representan el promedio + error
estandar de la media y fueron analizados mediante el test de ANOVA de una via para cada
condicion, seguido por el post- test de Bonferroni.

***p<0,001; **p<0,01; *p< 0,05.
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Figura N2 17: Efecto de la estimulacion con Clenbuterol sobre el nimero de dendritas
primarias y secundarias por neurona en cultivos primarios hipocampales 8 DIV. Las neuronas a
los 7 DIV fueron incubadas durante 24 h con Clenbuterol 25 nM. El antagonista propranolol se
agrego 30 min previo al agonista. Las neuronas fueron fijadas e inmunotefiidas contra MAP2a y
el citoesqueleto de actina fue marcado con rodamina-faloidina. Neuronas cuantificadas para las
condiciones control (n=280), Clenbuterol (n=67), Clenbuterol + Propranolol (n=29) y Propranolol
(n=42), correspondientes a 4 cultivos independientes. Los valores del nimero dendritico son
entregados por el programa Neuronl. Los datos representan el promedio * error estandar de la
media y fueron analizados mediante el test de ANOVA de una via para cada condicién, seguido
por el post- test de Bonferroni. *p<0,05.
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5.3.4.- Largo dendritico total: la medida del largo dendritico total permite una

evaluacion detallada de los cambios de longitud dendritica. Sin embargo, este
parametro muestra una gran dispersion en sus valores. Los resultados de largo

dendritico total se muestran en las Figuras N° 18 y N° 19.

En la Figura N2 18 se puede observar que la presencia conjunta de noradrenalina y
propranolol logré disminuir significativamente el largo dendritico total en las dendritas
primarias. Al hacer un andlisis por rangos, observamos que este efecto se asocio

fundamentalmente a las dendritas primarias mayores a 40 um.

Si bien no se pudieron observar efectos del clenbuterol sobre el largo dendritico total
en dendritas primarias y secundarias, si se observaron cambios significativos en
dendritas menores a 40 um frente a la incubacidon conjunta de clenbuterol y
propranolol, como se muestra en la Figura N2 19. El aumento observado se
correlaciona con una disminucién no significativa en el largo dendritico total de las

dendritas mayores a 40 um.
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Figura N2 18: Efecto de la estimulacion con NA sobre el largo dendritico total por neurona en
cultivos primarios hipocampales 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV fueron incubadas durante 24 h
con NA 100 nM. El antagonista propranolol se agregdé 30 min previo al agonista. Las neuronas
fueron fijadas e inmuno tefiidas contra MAP2a y el citoesqueleto de actina fue marcado con
rodamina-faloidina. Para determinar el largo dendritico total, se sumé el largo de las dendritas
primarias y secundarias en cada neurona. Neuronas cuantificadas para las condiciones control
(n=280), Noradrenalina (n=63), Noradrenalina + Propranolol (n=78) y Propranolol (n=42),
correspondientes a 4 cultivos independientes. Los valores de largo dendritico total son entregados
por el programa Neuronl. Los datos representan el promedio * error estandar de la media y fueron
analizados mediante el test de ANOVA de una via para cada condicion, seguido por el post- test de
Bonferroni. *** n<0,001; ** p<0,01; *p< 0,05.
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Figura N2 19: Efecto de la estimulaciéon con Clenbuterol sobre el largo dendritico total por
neurona en cultivos primarios hipocampales 8 DIV Las neuronas a los 7 DIV fueron incubadas
durante 24 h con Clenbuterol 25 nM. El antagonista propranolol se agregdé 30 min previo al
agonista. Las neuronas fueron fijadas e inmunotefiidas contra MAP2a y el citoesqueleto de actina
fue marcado con rodamina-faloidina. Para determinar el largo dendritico total, se sumé el largo de
las dendritas primarias y secundarias en cada neurona. Neuronas cuantificadas para las
condiciones control (n=280), Clenbuterol (n=67), Clenbuterol + Propranolol (n=29) y Propranolol
(n=42), correspondientes a 4 cultivos independientes. Los valores de largo dendritico total son
entregados por el programa Neuronl). Los datos representan el promedio + error estandar de la
media y fueron analizados mediante el test de ANOVA de una via para cada condicién, seguido por
el post- test de Bonferroni. *p< 0,05.
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5.3.5.- Largo dendritico promedio: la medida del largo dendritico promedio, junto con

el largo dendritico total, permiten establecer si hay cambios morfoldgicos asociados a
crecimiento o a retraccion dendritica. La ventaja del largo dendritico promedio es que

permite una menor dispersion de los datos, comparado con el largo total.

Los datos de largo dendritico promedio se resumen en las Figuras N° 20 y N° 21. Se
aprecia que, frente a la presencia de propranolol junto con NA, se logré una reduccion
significativa en el largo promedio de las dendritas primarias: junto con ello, se observa
una disminucion del largo promedio en las dendritas secundarias. La adicién de NA,

clenbuterol o propranolol por separado no produjo efecto sobre este parametro.

El valor desglosado de acuerdo al largo de las dendritas varié de forma similar frente a
la presencia de NA con propranolol, y clenbuterol con propranolol: se observé una
disminucién del largo promedio en las dendritas primarias mayores de 40 um y en las

secundarias mayores de 20 um.
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Figura N2 20: Efecto de la estimulacion con NA sobre el largo dendritico promedio por neurona en
cultivos primarios hipocampales 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV fueron incubadas durante 24 h con
NA 100 nM. El antagonista propranolol se agregd 30 min previo al agonista. Las neuronas fueron
fijadas e inmuno tefiidas contra MAP2A vy el citoesqueleto de actina fue marcado con rodamina-
faloidina. Para determinar el largo dendritico promedio, se sumé el largo de las dendritas primarias y
secundarias de cada neurona, y luego se dividié por el nimero de dendritas en cada categoria.
Neuronas cuantificadas para las condiciones control (n=280), Noradrenalina (n=63), Noradrenalina +
Propranolol (n=78) y Propranolol (n=42), correspondientes a 4 cultivos independientes. Los valores de
largo dendritico promedio son entregados por el programa Neuronl). Los datos representan el
promedio + error estandar de la media y fueron analizados mediante el test de ANOVA de una via
para cada condicién, seguido por el post- test de Bonferroni.

**¥* p<0,001; **p<0,01; *p< 0,05.
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Figura N2 21: Efecto de la estimulacion con Clenbuterol sobre el largo dendritico promedio por
neurona en cultivos primarios hipocampales 8 DIV. Las neuronas a los 7 DIV fueron incubadas
durante 24 h con Clenbuterol 25 nM. El antagonista propranolol se agregé 30 min previo al
agonista. Las neuronas fueron fijadas e inmunotefiidas contra MAP2A vy el citoesqueleto de actina
fue marcado con rodamina-faloidina. Para determinar el largo dendritico promedio, se sumé el
largo de las dendritas primarias y secundarias de cada neurona, y luego se dividié por el nimero
de dendritas en cada categoria. Neuronas cuantificadas para las condiciones control (n=280),
Noradrenalina (n=63), Noradrenalina + Propranolol (n=78) y Propranolol (n=42), correspondientes
a 4 cultivos independientes. Los valores de largo dendritico promedio son entregados por el
programa Neuronl. Los datos representan el promedio * error estandar de la media y fueron
analizados mediante el test de ANOVA de una via para cada condicion, seguido por el post- test de
Bonferroni. * p<0,05; **p<0,01
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A partir de los datos de morfologia dendritica pudo establecerse que ninguno de los
tres farmacos utilizados modificd por si mismo la distribucion del numero de
intersecciones por neurona del analisis de Sholl en cultivos hipocampales 8 DIV. La
adicion de NA posterior al propranolol, sin embargo, logré una disminucién del nimero
de intersecciones por neurona en el rango de los 30-80 um. Ninguna de las condiciones
experimentales logré modificar significativamente la cantidad de puntos de
ramificacién, por lo que se procedié a estudiar el largo y nimero de dendritas por
neurona, pensando que las diferencias observadas en el andlisis de Sholl podrian

explicarse por una variacién en estos parametros.

Al medir el largo y nimero de dendritas, se observo que la incubacidon con NA posterior
a propranolol logré disminuir el largo total y el largo promedio de las dendritas
primarias, sin modificar significativamente el nimero de dendritas. Del mismo modo, el
largo promedio de las dendritas secundarias disminuyd frente a la adicién de NA en
presencia de propranolol en los cultivos, sin que estas modificaciones fuesen
significativas al medir el largo dendritico total y el nimero de dendritas secundarias. En
su conjunto, estos resultados nos sugieren una menor tasa de crecimiento de las
dendritas, principalmente de las dendritas primarias, frente a esta condicion

experimental.

La medicién de largo y numero de dendritas frente a la estimulacidon conjunta de
clenbuterol y propranolol mostré una tendencia al aumento del numero de dendritas
primarias frente a esta condicion experimental. Ni el largo dendritico total o el largo
dendritico promedio se vieron modificados en dendritas primarias o secundarias, pero
en las dendritas primarias mayores a 40 um y en las dendritas secundarias mayores a

20 um se observa una disminucion significativa del largo dendritico promedio.
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6.- DISCUSION

6.1.- Reduccion de la complejidad dendritica asociada a la activacion de receptores

adrenérgicos.

Las dendritas reciben, procesan e integran las sefiales provenientes de sus multiples
sinapsis. Estas funciones dependen, en primera instancia, del patréon de ramificacion
del arbol dendritico y del nimero de contactos sindpticos establecidos. Los principales
logros de esta Tesis se relacionan con la implementacién de metodologias para
observar cambios morfoldgicos en cultivos primarios de neuronas hipocampales.
Asimismo, por primera vez se describen, mediante estudios farmacoldgicos, efectos
sobre la morfologia dendritica asociados a la activacion de receptores adrenérgicos.
Esto ultimo tiene una gran relevancia desde el punto de vista farmacolégico, indicando
qgue la noradrenalina a través de sus receptores noradrenérgicos puede influenciar la
morfologia neuronal. Desde el punto de vista clinico, se piensa que los mejores
farmacos antidepresivos, especialmente para pacientes con resistencia a los
tratamientos clasicos, son aquellos que logran incrementar los niveles de noradrenalina
en el espacio sinaptico (Beyer y cols. 2002; Papakostas y cols. 2007; Papakostas y cols.
2008). La mejor compresion de estos fendmenos avalaria el uso de farmacos con accién
adrenérgica en las terapias antidepresivas (Massana 1998) y el mayor desafio seria
disefiar farmacos que tuviesen una mejor distribucién en el sistema nervioso central,

reduciendo de esa forma los efectos periféricos.

6.2.- Efecto de la noradrenalina sobre la morfologia neuronal.

Se ha descrito que luego de 24 h de la administracién aguda de desipramina (inhibidor
de la recaptura de NA) a ratas de 21 dias de edad se observa un aumento en el largo y

numero de las dendritas secundarias de neuronas CA1l del hipocampo (Norrholm y
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cols., 2000). Este efecto podria relacionarse a priori con la modificacion en los niveles
de NA en el espacio sinaptico propiciados por la administracién del farmaco (Beyer y
cols. 2002; Gilmor y cols. 2002). Mas aun, uno de los mecanismos propuestos en la
accion de los fdrmacos antidepresivos es que el aumento de los niveles de
neurotransmisores en el espacio sinaptico activa cascadas transduccionales capaces de
revertir la atrofia neuronal observada en sujetos con depresion (Pittenger y Duman
2008). En relacidon con esto ultimo, se ha descrito que la activacién de los receptores
adrenérgicos provocada por una estimulacion farmacoldgica con NA incrementa la
sintesis de BDNF, el cual tiene acciones sobre la morfologia neuronal a través de la
activacion de varias cascadas transduccionales, incluyendo la fosforilacion de CREB y la
activacion de las vias PI3K y MAPK (Chen y cols. 2007; Juric y cols. 2008). A diferencia
de este estudio, en esta Tesis no se pudieron observar cambios en los niveles de p-
CREB, lo cual puede deberse a que el cultivo se encontraba en un estadio diferente (4
DIV versus 7 DIV). Del mismo modo, los autores no detallaron claramente el medio de
cultivo en el cual mantenian las células durante el cultivo y estimulacién. Mas aun,
estos autores sugieren que en el cultivo existe una produccién de NA basandose en el
hecho de que los antidepresivos, que inhiben el transportador de NA, producen un
efecto similar a la NA sobre los niveles de BDNF y CREB. Sin embargo, no fue posible
detectar la presencia de NA o de metabolitos de ésta en los cultivos a través de HPLC.
Independiente de la discrepancia con los resultados de esta Tesis, en el trabajo de
(Cheny cols. 2007) se describio el efecto de antagonistas adrenérgicos B- (propranolol),
o1- (prazosina) y ay- (yohimbina) sobre el incremento del BDNF producido por NA,
indicando que la activacién de estos receptores podria estar relacionada con los

efectos descritos.

En esta Tesis se determind que la noradrenalina es capaz de promover sefiales

transitorias de Ca”" y de reducir la excitabilidad de las neuronas hipocampales en los
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cultivos neuronales. La presencia de noradrenalina 100 nM produjo un aumento en los
niveles de Ca®" intracelulares, lo que otros autores han relacionado con un efecto B-
adrenérgico (Gray y Johnston 1987). La reduccidon observada en la excitabilidad
neuronal, en tanto, es un efecto similar al observado por otros autores mediante la
activacion de receptores aj-adrenérgicos (Scheiderer y cols. 2004). Aungue no hemos
podido determinar la contribucién de un receptor adrenérgico especifico, se ha
determinado que el receptor B, esta presente con una localizacién somatodendritica y
que la estimulacidon con agonistas selectivos promueve incrementos de Ca®* en las
neuronas. Otros autores utilizando neuronas maduras han descrito que agonistas -
adrenérgicos inducen cambios transitorios de Ca** en las espinas pero no en las
dendritas; siendo este efecto bloqueado por antagonistas de canales de calcio tipo L
(Hoogland y Saggau 2004). Mas aun, se ha descrito que el receptor B,-adrenérgico es
capaz de formar un complejo proteico donde coexiste con el canal de calcio tipo L

(Cavl.2), la proteina G, AC, PKA y la fosfatasa PP2A (Davare y cols. 2001).

Esta Tesis mostrd que la noradrenalina por si sola no ejerce efecto sobre la morfologia
dendritica; sin embargo, al incubar previamente los cultivos con el antagonista -
adrenérgico propranolol, se observd una reduccién en la complejidad dendritica,
asociado fundamentalmente a una reduccién en el largo de las dendritas primarias.
Esto se refleja ademas en la disminucion del nimero de dendritas primarias largas y en
el aumento concomitante en el nimero de dendritas primarias cortas, sin que el
numero total de dendritas primarias se viera modificado (Ver Figuras N2 16 y N2 18).
Por otra parte, la presencia del antagonista solo no produjo ningun efecto sobre la

morfologia dendritica.

Con la idea de tener una aproximacion sobre el o los tipos de receptores involucrados

en los cambios morfoldgicos observados, se utilizd clenbuterol, un agonista PB,-
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adrenérgico. El clenbuterol es una molécula lipofilica y se ha descrito que el
enantidmero (+)-clenbuterol actia como neuroprotector contra el dafio excitotoxico o
frente a estimulos proapoptadticos, y es capaz de reducir el dafio isquémico a través de
la activacion de receptores B,-adrenérgicos (Junker y cols. 2002). De forma interesante,
la exposicidn de cultivos de astrocitos a clenbuterol 10 uM promueve una morfologia
estrellada y un aumento en la inmunoreactividad para la proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) (Culmsee y cols. 2007). En esta Tesis, el tratamiento de los cultivos con
clenbuterol 25 nM no mostré un efecto significativo en la morfologia dendritica. La
incubacién con salbutamol, otro agonista B,-adrenérgico, a una concentracion de 25
nM, no produce efectos apreciables sobre la morfologia neuronal, sugiriendo que los
receptores [B,-adrenérgicos no modulan el crecimiento dendritico. La adiciéon de
clenbuterol posterior a la incubacién de los cultivos con propranolol 10 uM, en tanto,
no produjo modificaciones en el largo total pero si en el nUmero de dendritas, y en
particular de las dendritas primarias de menor tamafio, lo que produjo una disminucion
del largo promedio. Esto sugiere que bajo esta condicion farmacoldgica se estaria
produciendo principalmente un aumento en el nimero de dendritas cortas, resultado
que debe ser tomado con cautela debido a que el nimero de neuronas cuantificadas

bajo esta condicion (n=29) es menor que el de las otras condiciones experimentales.

De acuerdo a estos resultados, podriamos postular que la NA activa receptores
adrenérgicos que tienen efectos opuestos sobre la morfologia dendritica, por lo que
frente a la estimulacion con NA no se observan cambios. Esta sugerencia se basa en el
hecho de que la aplicacién de la NA luego de bloquear receptores B-adrenérgicos
promueve una reduccién en el largo pero no en el nimero de las dendritas primarias: a
través del bloqueo de los receptores B-adrenérgicos se puede observar el efecto neto

de los receptores a-adrenérgicos, que seria la inhibicién del crecimiento dendritico.
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Proponemos que la NA promueve efectos sobre la morfologia a través de la activacién
de receptores B;- y/o a-adrenérgicos, y que estas subclases de receptores tienen
acciones opuestas sobre la plasticidad en neuronas hipocampales, asociandose los
receptores a-adrenérgicos a una disminucién de la excitabilidad neuronal y una mejora
en el LTD, mientras que los receptores B-adrenérgicos aumentan la excitabilidad
neuronal y mejoran el LTP (Gelinas y Nguyen 2007; O'Dell y cols. 2010) (Ver Figura N2
1). Si bien los datos son claros en mostrar que la activacion del receptor B,-adrenérgico
no modifica la arquitectura dendritica, serd importante determinar el efecto de
agonistas y antagonistas especificos de los receptores B;- o a-adrenérgicos con la
finalidad de comprobar la participacién de estos receptores sobre la morfologia

dendritica.

Una limitante del estudio es que no podemos precisar si durante la incubacidn durante
24 h con NA se promueve una desensibilizaciéon o reduccion en la disponibilidad de
receptores y que la adicién del propranolol favorezca una regulaciéon hacia arriba o un
mayor acoplamiento de alguno de los receptores adrenérgicos con su cascada de
sefializacion (Luttrell y Gesty-Palmer 2010; Tzingounis y cols. 2010). Una forma de
evaluar estas posibilidades seria mediante estudios electrofisiolégicos en neuronas
aisladas, utilizando la exposicién prolongada a NA en presencia y ausencia de
antagonistas por 24 h. A su vez, la administracion previa de propranolol en los cultivos
podria modificar la distribucidn y proporcién de los receptores presentes en las
neuronas, explicando en parte los cambios morfologicos observados. Otra herramienta
de aproximacion seria un experimento de inmunocitoquimica posterior al estimulo
farmacoldgico, utilizando anticuerpos que reconozcan la porcion NH,-terminal de los
receptores, pudiendo asi detectar cambios en la distribucién de los receptores después

de los estimulos.
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Se ha descrito previamente en cultivos hipocampales (Banker y Cowan 1979) la
existencia de diferentes morfologias neuronales durante los dias in vitro, lo que podria
dar cuenta de la heterogeneidad de los cultivos en funcion de los fenotipos neuronales
presentes. Por la metodologia utilizada, no fue posible en esta Tesis determinar si
determinados tipos neuronales responden diferencialmente frente a la estimulacion
farmacoldgica de receptores [B-adrenérgicos. Sin embargo, se observé que la
inmunotincidn para el receptor B,-adrenérgico no estd presente de forma homogénea
en todas las células: esto sugiere que podrian coexistir distintas poblaciones
neuronales, asociadas a diferentes densidades de receptores adrenérgicos. En apoyo a
esta idea, se ha descrito que la distribucion de canales de calcio en cultivos
hipocampales y su inhibicion frente a farmacos bloqueadores es heterogénea en
cultivos neuronales similares a los descritos en esta Tesis (Reuter 1995). Mas aun, se ha
descrito que los receptores glutamatérgicos AMPAr y NMDAr varian notoriamente su
distribucién en neuronas hipocampales durante los dias de cultivo (Rao y cols. 1998).
Esto apoyaria la nocién de que la capacidad de estimulacién farmacolégica estaria
relacionada con el tipo de conexidon neuronal formada (Reuter 1995) y con el estadio de
los cultivos neuronales. De este modo, es posible que las estimulaciones adrenérgicas
utilizadas en esta Tesis afecten de distinta manera a las neuronas hipocampales
presentes en cultivo, ya sea por una diferente densidad de receptores adrenérgicos
entre las células o por una diferente neuroplasticidad asociada a la estructura sindptica.
Una metodologia que permitiria trabajar en cultivos mas homogéneos seria la
sobreexpresion de un receptor adrenérgico en particular en los cultivos hipocampales,
haciendo que la respuesta morfolégica al estimulo posea una relacidn mas fuerte con la
especificidad de la estimulacidn adrenérgica. En esta Tesis no es posible distinguir
cudles son las subpoblaciones neuronales cuya citoarquitectura estaria siendo
modificada, ni si la modificacidon de la arquitectura dendritica se puede asociar a la

presencia o ausencia de determinado receptor adrenérgico. Seria de nuestro interés
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saber si es posible asociar la estimulacidon farmacoldgica con cierto tipo de morfologia o
marcador neuronal que permita aclarar cuales son las poblaciones neuronales que son

mas sensibles a la estimulacién a- o B-adrenérgica.

Por otro lado, se desconoce la participacion que podrian tener los receptores Bs-
adrenérgicos, recientemente descritos en neuronas hipocampales (Jhaveri y cols.
2010), en los resultados obtenidos, puesto que el propranolol no logra bloquear a este
receptor con la misma potencia que a los receptores Bi- y B-adrenérgicos (Cohen y
cols. 1995). No es posible proponer con los datos obtenidos, entonces, cémo
participaria este receptor en la modulacién de la morfologia dendritica. Igualmente, no
se puede descartar una rdpida metabolizacién u oxidacion de los farmacos utilizados y
qgue entonces el efecto observado sea producto de la activacion de una cascada de
sefializacion que ocurre en forma temprana y que se traduce en cambios morfolédgicos
en forma retardada. Con el objetivo de controlar la oxidacidn de los farmacos usados se
probd la adicion de acido ascérbico 1 mM al medio, pero se observé un mayor nimero

de células muertas (no mostrado) por lo que no se utilizé en los experimentos.

6.3.- Cascadas transduccionales en neuronas asociadas a cambios en la morfologia

dendritica

Diversas moléculas extracelulares han sido identificadas como reguladores del
desarrollo dendritico a través de la regulacion de la actividad de la familia de proteinas
Rho (proteinas G pequefias, como RhoA, Racl y la proteina de divisidn del ciclo celular
cdc42). Las proteinas Rho actlan a través de las quinasas efectoras ROCK (Rho quinasa)
y PAK (quinasas activadas por p21), regulando la actividad de la serin-proteina quinasa
LIMK. Esta enzima activa es capaz de fosforilar e inactivar al factor depolimerizador de

actina ADF/cofilina y junto con ello, ayuda al desensamblado de los microtubulos
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(Bernard 2007). La actividad de la LIMK estd contrarrestada por la fosfatasa Slingshot
(SSH), capaz de desfosforilar y reactivar a la cofilina: la acciéon de LIMK y SSH seria
crucial en el control de la motilidad en los conos de crecimiento y en la morfologia y
extensién de las neuritas (Endo y cols. 2003). Como se ha observado que la cofilina
tiende a presentarse en la densidad postsinaptica y en el tronco dendritico (Yildirim y
cols. 2008), es posible pensar que RhoA, LIMK y la cofilina estan asociadas a la

plasticidad sinaptica.

Por otro lado, la via Ras - PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa) — Akt es capaz de fosforilary
asi inhibir a la quinasa de la glicogeno-sintasa-3, GSK3B. Esta via seria importante en
regular la formacion de microtubulos. Por ejemplo, en cultivos de neuronas
hipocampales, BDNF (a través de PI3K), inhibe a GSK3pB reduciendo la fosforilacién de
su efector rio abajo CRMP2 (Proteina Mediadora de Respuesta a Colapsina 2). Esta
proteina en estado desfosforilado se une a tubulina, promoviendo la formacién de
microtubulos y estimulando el crecimiento del axén (Yoshimura y cols. 2005). GSK3B y
CRMP2 podrian tener entonces una particular importancia en la estabilidad del tronco
dendritico. Hay que destacar que la activacién de receptores B-adrenérgicos se asocia a
un aumento en la actividad de la via PI3K (Chen y cols. 2007). Del mismo modo, la
inhibicién de la ERK quinasa (MEK) impide el aumento en la densidad de espinas
dendriticas y la modificacion del largo dendritico de neuronas CA1l tras 24 horas de
estimulacion con BDNF en cultivos organotipicos hipocampales, mostrando |Ia
importancia de ERK1/2 en el control del largo dendritico (Alonso y cols. 2004). Evaluar
la participacion de estas quinasas al igual que cambios en la actividad de la GSK podrd
dar luces sobre las vias que participan en la morfologia dendritica. Del mismo modo, se
deberd precisar si los cambios morfoldgicos observados en esta Tesis se deben o no a

variaciones en los niveles de BDNF y accidn a través de su receptor.

59



7.- RESUMEN

- Las neuronas hipocampales en cultivo son inmunoreactivas para el receptor B,

adrenérgico.

- La presencia de clenbuterol 25 nM en cultivos hipocampales 7 DIV durante 24
horas no produjo cambios morfolégicos, sugiriendo que este receptor no tiene

incidencia sobre la morfologia dendritica.

- La estimulacion de los cultivos hipocampales 7 DIV con noradrenalina 100 nM

durante 5-15 minutos no modificé los niveles de fosforilacion de CREB (Ser 133).

- La estimulacién de cultivos neuronales 10 DIV con NA 100 nM (5 s) produjo un
aumento en los niveles de Ca*" intracelulares. Del mismo modo, estimulos de
NA (10 s) sobre neuronas hipocampales 12 DIV logran disminuir la intensidad de
las corrientes sindpticas espontdneas, lo que se relacionaria con una menor

excitabilidad neuronal.

- La estimulacion de cultivos hipocampales 7 DIV con NA 100 nM y propranolol 10
MM durante 24 horas produce una disminucion en el nimero de intersecciones
y en el largo total en dendritas primarias. El nimero de dendritas y de puntos
de ramificacion no fue modificado. No se aprecian diferencias significativas
frente a la adicién de NA 100 nM o propranolol 10 uM por separado respecto al

control.
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La disminucidn del largo dendritico observado frente a la incubacién con NA 100
nM y propranolol 10 uM se condice con un menor largo total de las dendritas
primarias mayores a 40 um, y de las dendritas secundarias mayores a 20 um.

La estimulaciéon de cultivos hipocampales 7 DIV con Clenbuterol 25 nM y
propranolol 10 uM produce un aumento en el numero de dendritas primarias
de menor tamafio, acompaiada de una disminucidn del largo promedio de las
dendritas primarias y secundarias de mayor tamafio, sin mostrar modificaciones
en el largo dendritico total. Es posible que esta condicién farmacoldgica

estimule la aparicion de dendritas adicionales de menor tamafio.

La adiciéon conjunta de NA y propranolol al medio de cultivo produciria una
activacion diferencial de los receptores adrenérgicos, que seria la responsable
de las modificaciones observadas en la morfologia dendritica. Proponemos que
esta accidn se relacionaria con acciones opuestas sobre la morfologia de los

receptores a- y Bi-adrenérgicos.
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8.- CONSIDERACIONES DEL ESTUDIO

- El efecto de los agonistas adrenérgicos sobre la morfologia dendritica fue
realizado a una temporalidad fija (24h). Hubiese sido importante contar con

metodologias que nos permitieran observar la cinética de éstos.

- Los valores asignados para diferenciar las dendritas de mayor y menor tamafio
(40 um en dendritas primarias y 20 um en dendritas secundarias) son una
estrategia de estudio original del Laboratorio, relacionada con los valores de
largo dendritico promedio de las neuronas control. Si bien los resultados
entregados de este modo son muy valiosos para esta Tesis, no es posible

cotejarlos con otras metodologias descritas en la literatura.

- Menos del 50% de las neuronas observadas presentaron neuronas terciarias y/o

cuaternarias, por lo que se decidié no expresar estos resultados.

- No se puede precisar si durante la incubacién por 24 h con agonistas en

ausencia y presencia de antagonistas ocurre desensibilizacién de receptores.

- Para precisar la participacion de receptores a2 y B-adrenérgicos se deberian
usar antagonistas especificos (prazosina, yohimbina, atenolol, ICI-118551) en

presencia de NA.

- Independiente de los cambios morfolégicos observados, no se puede precisar si
ocurren por accién directa o indirecta de la NA. Si bien el nimero de glias fue
controlado a través de la aplicacion de inhibidor de mitosis, no es posible

descartar la participacion glial en los cambios morfolégicos observados.
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No se midid la estabilidad de los farmacos durante las 24 horas que duré el

estimulo.

Los cambios fueron observados en cultivo primario de hipocampo a 7 DIV,
estadio aun inmaduro. De acuerdo a esto, los experimentos deberian replicarse
en un sistema funcionalmente maduro como lo son el uso de cortes de tejido o

cultivos organotipicos.
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9.- CONCLUSIONES

La estimulacién de cultivos hipocampales de rata con NA en periodos cortos (5-
10 s) modifica la actividad neuronal. Esta modificacion se observa a través de:
= Unaumento en la concentracion citosélica de Ca**

» Una disminucidn de las corrientes sindpticas espontaneas

La estimulacion de cultivos hipocampales de rata con NA 100 nM posterior a la
adicion del antagonista B-adrenérgico (propranolol, 10 uM) en periodos largos
(24 horas) modifica significativamente la arquitectura dendritica. Esta
modificacion se observa a través de:
= Una disminucidon en el nimero de intersecciones observadas en el
analisis de Sholl

» Una disminucidn del largo en las dendritas primarias

La estimulacién de cultivos hipocampales de rata con agonistas [,-adrenérgicos

no modifica la arquitectura dendritica
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