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Descubrir que un determinado sentimiento
depende de la actividad existente en cierta
cantidad de sistemas neurales especificos
que interactia con diversos 6rganos, no
rebaja su categoria de fenébmeno humano. Ni
la angustia ni la euforia que pueden brindar el
amor o el arte se devallan porque se
comprendan algunas de las miriadas de
procesos bioldgicos que los hacen ser lo que
son. La verdad deberia ser, precisamente, lo
opuesto: nuestra admiracién tendria que
aumentar ante los intrincados mecanismos

que posibilitan esa magia.

Antonio R. Damasio — El error de Descartes
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Resumen

El litio se ha usado por décadas como estabilizador del estado de &nimo en trastornos
bipolares, pero sus mecanismos de accion a nivel celular aun no se han esclarecido.
Aproximaciones bioquimicas resaltan la importancia, entre otras, de la via de los
fosfoinositoles. Nuestro laboratorio reporté efectos potenciadores del litio sobre la
movilizacién de calcio intracelular y corrientes de membrana evocadas por activacion de
la via de la fosfolipasa C (PLC) en lineas celulares: el sitio de accién fue acotado a la
interaccion entre proteina Gq y PLC. La existencia de variadas isoformas de estas
proteinas en el sistema nervioso hace pertinente estudiar la generalidad de estos
hallazgos en neuronas primarias. En el presente trabajo se implementé un cultivo de
neuronas de cerebelo, ya que las neuronas de Purkinje expresan masivamente receptores
de IP3 y distintas isoformas de PLC. Por razones de costo y facil acceso, se utilizaron
embriones de pollo. La seleccion de células candidatas se realizé mediante criterios
morfolégicos complementados por registros de ‘whole-cell voltage clamp’ que mostraron
corrientes capacitivas lentas y de gran magnitud. Su viabilidad fue corroborada por la
presencia de corrientes tanto voltaje-dependientes como activadas por quisquilato, un
agonista de receptores glutamatérgicos acoplados a Gg/PLC. El quisquilato indujo ademas
incrementos de calcio citosélico, provenientes en parte de reservorios intracelulares y
sensibles a inhibicion de la PLC. Finalmente, la exposicion aguda a litio indujo reduccion
0 potenciacion de la respuesta de calcio en distintas células, sugiriendo un efecto

diferencial del litio sobre variantes moleculares de PLC y/o Gq.

Palabras clave: trastorno bipolar, litio, fosfolipasa C, proteina Gq, cultivo celular primario,

neuronas de Purkinje, embrién de pollo.



Abstract

Implementation of a primary neuronal culture as a model for the study of

modulatory mechanisms on the phosphoinositide signaling pathway

Lithium has been used for decades as a mood stabilizer in bipolar disorder, but its
mechanisms of action at cellular level have not been clarified yet. Biochemical approaches
highlight the importance, among others, of the phosphoinositides pathway. Our laboratory
reported potentiating effects of lithium over the intracellular calcium mobilization and
membrane currents evoked by the activation of the Phospholipase C (PLC) pathway in cell
lines: the site of action was narrowed down to the interaction between the Gq protein and
the PLC. The existence of diverse isoforms of these proteins in the nervous system makes
pertinent to study the generality of these findings in primary neurons. In the present work a
cerebellar neuronal culture was implemented, given that Purkinje neurons massively
express IP3 receptors and diverse isoforms of PLC. Chick embryos were used for reasons
of cost and easy access. The selection of candidate neurons was made by morphological
criteria complemented by whole-cell voltage clamp recordings that showed slow capacitive
currents with big amplitude. Cell viability was corroborated by the presence voltage-
dependent currents as well as currents activated by quisqualate, an agonist of
glutamatergic receptors coupled to Gqg/PLC. Quisqualate induced cytosolic calcium
increments, originated in part from intracellular reservoirs, and sensitive to PLC inhibition.
Finally, exposure to acute lithium induced reduction or potentiation of the calcium response
in different cells, suggesting a differential effect of lithium over molecular variants of PLC

and/or Gg.

Keywords: bipolar disorder, lithium, phospholipase C, Gq protein, primary cell culture,

Purkinje neurons, chick embryo.
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Introduccién 1

Introduccidén

Se conoce como trastorno bipolar a un grupo de desérdenes emocionales caracterizados
por la fluctuacién entre episodios crénicos de mania o hipomania y depresion, con distinto
grado de intensidad y ocurrencia (Vieta et al., 2018). El trastorno bipolar es una condicion
gue puede impactar gravemente el estado animico, cognitivo y comportamental, tanto asi,
gue las tasas de suicidio entre quienes lo padecen son muy superiores respecto a la
poblacion general (Pompili etal.,, 2013). Su diagnostico depende de un historial
comprensivo del paciente, sin el cual se puede confundir con otras enfermedades
psiquiatricas con sintomatologia similar, ya que no existen biomarcadores que permitan
identificarle (Grande et al., 2016; Phillips & Kupfer, 2013). Esto es consecuente con la
complejidad etiologica del trastorno bipolar, en cuya génesis contribuyen tanto factores

genéticos como ambientales (Harrison et al., 2018; Vieta et al., 2018).

El tratamiento del trastorno bipolar comprende un acompafiamiento psicoterapéutico y/o
medicacién, que puede incluir principalmente tres tipos de farmacos: estabilizadores de
animo, antipsicoéticos y antidepresivos; utilizados en monoterapia o de forma conjunta
(Fountoulakis et al., 2005; Geddes & Miklowitz, 2013). Dentro de los estabilizadores del
animo se encuentra el litio, el cual lleg6 a posicionarse como el tratamiento por excelencia
para este trastorno (Shorter, 2009). Su éxito radica en la capacidad de reducir la severidad
y duracién, tanto de los episodios maniacos como los depresivos, y por actuar como
tratamiento preventivo, pues disminuye significativamente la probabilidad de reaparicién

de dichos episodios (Muller-Oerlinghausen et al., 2002).

El litio, administrado oralmente como citrato o carbonato de litio, presenta una absorcion
rapida en el tracto gastrointestinal y alcanza su pico de concentracibn en sangre en
pasadas 1 a 6 horas (Malhi & Tanious, 2011). Sin embargo, debido a una baja
permeabilidad en la barrera hematoencefalica, tarda alrededor de 24 horas mas en

alcanzar su maximo en el cerebro (Sproule et al., 2000). Por otro lado, mediciones de la
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concentracion de litio administrado sistémicamente muestran un incremento progresivo
gue toma dias en alcanzar una fase de meseta, y que es mucho mas lento en el cerebro
gue en el plasma sanguineo (Renshaw & Wicklund, 1988). Estudios recientes han
mostrado también que el litio se acumula diferencialmente dentro del cerebro, mostrando
prevalencia en zonas amplias como el tronco encefélico (Smith et al., 2018), o mas

especificamente en estructuras como el hipocampo izquierdo (Stout et al., 2020).

Lamentablemente, el litio también posee importantes limitaciones y efectos adversos. En
primer lugar, presenta una accién usualmente lenta. Su efecto sobre los sintomas
maniacos puede demorar entre 6 a 10 dias y su accion antidepresiva demora hasta 6 u 8
semanas (Malhi et al., 2009); debido a esto, el litio se considera principalmente un
tratamiento a largo plazo (Grunze et al., 2018). Por otro lado, el indice terapéutico del litio
es estrecho, con lo cual hay un pequefio margen entre una dosis (0 concentracion en
plasma) considerada 6ptima y una considerada riesgosa (Nolen et al., 2019; Tondo et al.,
2019). Los valores considerados 6ptimos varian segun la guia de tratamiento, pero suelen
comprender los 0.4 a 1.2 mmol/L en el plasma sanguineo (Nolen et al., 2019). A partir de
1.5 mmol/L se corre riesgo de intoxicacion, con sintomas como temblores, vémito,
confusion, diarrea, alteracion del ritmo cardiaco, entre otros (Timmer & Sands, 1999; Tondo
et al., 2019).

Ademads, el uso del litio se ha asociado a multiples efectos adversos, principalmente en los
sistemas renal y endocrino (Grunze et al., 2018; Lydiard & Gelenberg, 1982; McKnight
et al., 2012; Nolen et al., 2019). Por ejemplo, es comun el desarrollo de diabetes insipida
nefrogénica, el cual se ha asociado, en parte, a la inhibicién de la enzima adenilato ciclasa,
reduciendo asi la respuesta del receptor acoplado a proteina G al que se une la hormona
antidiurética (ADH). Pero también, a la disminucién del canal de acuaporina 2 regulado por
vasopresina en la membrana de células de los tubos colectores de los rifiones (Livingstone
& Rampes, 2006; Timmer & Sands, 1999).

Seria ideal contar con un tratamiento que tuviera los efectos terapéuticos del litio sin sus
limitaciones y riesgos. El primer paso hacia tal propdsito radica en comprender con
precision la forma en que el litio actia como regulador animico, sin embargo, no se ha
reconocido un mecanismo especifico responsable de su accién como estabilizador del

estado emocional.
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Numerosos estudios han buscado esclarecer las bases neurobiolégicas de la accion del
litio. Algunos de ellos se han focalizado en posibles consecuencias observables a nivel
anatémico-estructural. Entre estos hallazgos, el litio ha mostrado aumentar la densidad y/o
volumen de la materia gris cortical del cerebro (Bearden et al., 2007; Sassi et al., 2002),
posiblemente mediante un incremento en la expresion del factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) (Fukumoto et al., 2001). Este efecto neurotrofico podria ser relevante
teniendo en cuenta reportes que demuestran que individuos con trastorno bipolar exhiben
atrofia de la materia gris tanto en la corteza cerebral como en estructuras subcorticales
(Hibar et al., 2016, 2018).

Resulta de mayor pertinencia considerar el impacto del litio a nivel funcional, actuando
sobre procesos bioquimicos y enziméticos. Se ha encontrado que el Li* compite con el
Mg?* como cofactor de enzimas como la glucdégeno sintasa kinasa 3 (GSK-3), conduciendo
a su inhibicién (Ryves & Harwood, 2001). Esta enzima regula mas de una decena de
factores de transcripcion, por ejemplo: B-Catenina, AP-1, CREB, Myc, entre otros (Grimes
& Jope, 2001). Estd ademéas involucrada en vias de sefializacion como las iniciadas por
Wnty Relina, las cuales tienen importantes funciones en el desarrollo nervioso (R. S. Jope,
1999; Richard S. Jope, 2003). La GSK-3 también es promotora de la apoptosis, por lo que
ha sido asociada a los efectos neuroprotectores del litio (Beurel & Jope, 2006). Su rol se
extiende a la regulacion de aspectos de la arquitectura celular, como la dinamica
microtubular (Jope, 2003); esto la haria potencialmente importante en el desarrollo de
neuropatologias que se han encontrado en pacientes con trastorno bipolar, como la
reduccion del tamafio y densidad neuronal (Savitz et al., 2014). Se ha mostrado que la
GSK-3 posiblemente participa en ciertos efectos animicos mediados por litio ya que son
reproducidos por inhibidores especificos de esta enzima (Freland & Beaulieu, 2012; Gould
& Maniji, 2005; O’Brien & Klein, 2009). Sin embargo, es dificil vislumbrar un nexo con la
alteracion de funciones nerviosas especificas que deben subyacer la accion terapéutica
del litio.

Un aspecto importante en cuanto a la funcionalidad nerviosa podria ser que el litio altere
de forma mas directa la sefializacion neuronal; eso podria ocurrir a nivel de la excitabilidad
eléctrica de la membrana y afectar la generacion y/o la propagacion de impulsos. Un muy

reducido numero de estudios han encontrado este tipo de efectos. En el nervio vago
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desmielinizado de ratas la aplicacion externa de litio al 5mM mostro reducir la velocidad de
propagacion del potencial de accién cuando la estimulacion tenia una frecuencia igual o
mayor a 2 Hz (Ploeger, 1974). Mayer et al. (1984) encontraron un incremento en la
duracion del potencial de accién evaluado en ganglios de la raiz dorsal de rata cultivados,
sin embargo, estos resultados se obtuvieron aplicando 1 M de acetato de litio
intracelularmente. Respecto a la excitabilidad nerviosa se han sugerido efectos opuestos
del litio, por ejemplo, Partridge & Thomas (1974) encontraron que la aplicacion intracelular
de litio en un rango de milimoles cesaba la generacion de potenciales de accién
espontdneos en neuronas disectadas de caracol. Por el contrario, mas recientemente
Butler-Munro et al. (2010) encontraron que la exposicion de células mitrales de ratén a 10
mM de litio extracelular incrementaba la tasa de disparo de potenciales de accién
espontaneos. La falta de mayor soporte a estos resultados dificulta esbozar la generalidad
de estos hallazgos y su validez o relevancia en un contexto in vivo. Ademas, por tratarse
de efectos que impactarian de manera tan amplia la fisiologia nerviosa, no es facil su

atribucion a efectos especificos de la accion terapéutica del litio.

Un terreno de estudio potencialmente mas fructifero concierne a la comunicacion
interneuronal, debido a la gran variedad de mecanismos que median la interaccion
sinaptica y, por lo tanto, el amplio espectro de potenciales sitios de modulacion. En efecto,
diversos estudios se han focalizado en este campo y han encontrado que el litio modula la
neurotransmision en sistemas dopaminérgicos, GABAérgicos, glutamatérgicos vy
colinérgicos; a niveles pre- o postsinapticos. Por ejemplo, el tratamiento crénico con litio
ha mostrado inhibir la neurotransmision excitatoria mediada por glutamato al incrementar
su recaptacion presinaptica (Dixon & Hokin, 1998) y al reducir el incremento de calcio
citoplasmatico mediado por receptores NMDA (Nonaka et al., 1998). Estos efectos ofrecen
posibles mecanismos de proteccién contra procesos de excitotoxicidad por glutamato y
ayudarian a explicar el control del litio sobre los estados maniacos, caracterizados por la
presencia elevada de glutamato (Michael et al., 2003). El sistema dopaminérgico, cuya
elevada neurotransmision se ha asociado con la mania (Berk et al., 2007), ha mostrado
ser blanco de efectos inhibitorios del litio a nivel postsindptico, actuando sobre vias de
sefializacién mediadas por proteinas G (Malhi et al., 2013). Por ejemplo, la administracién
cronica de litio en ratas ha mostrado alterar la eficacia de union entre el receptor de
dopamina y la proteina G, y reducir la actividad de la adenilato ciclasa dependiente de la

activacion por receptores de dopamina (Carli et al., 1994).
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A la luz de observaciones como las anteriores, los efectos del litio sobre vias de
sefializacién mediadas por proteinas G heterotriméricas cobran gran relevancia pues estas
vias median la respuesta a una variada gama de neurotransmisores como acetilcolina,
catecolaminas, aminoacidos, purinas y péptidos, que actian sobre receptores acoplados
a proteinas G (GPCRs) (Roth, 2019; Syrovatkina et al., 2016). Los receptores en cuestion
constituyen una superfamilia caracterizada por una arquitectura molecular con 7 dominios
transmembrana alfahelicoidales (7TMDRS). Su activacion por el ligando expone un sitio de
enlace que permite la union de proteinas G heterotriméricas, compuestas por subunidades
alfa (a), beta (B) y gamma (y). Esta interaccién induce la activacién de la proteina G, que
consiste en la ruptura del trimero y el reemplazo de GDP por GTP (figura 1) (Oldham &
Hamm, 2008). Asi, la subunidad alfa activa, aunque permanece anclada a la membrana
celular, adquiere la capacidad de difundir libre del receptor y del dimero beta-gamma (el
cual también puede ser biolégicamente activo) para regular funcionalmente proteinas

efectoras particulares.

A pesar de la enorme variedad de GPCRs, los mecanismos corriente abajo se cifien a un
namero mucho mas limitado de cascadas y proteinas G, que segun el tipo de subunidad
alfa se han categorizado en cuatro familias: Gi, Gs, Gq Yy G213, (Oldham & Hamm, 2008).
Las subunidades alfa de las familias Gs y Gi poseen acciones opuestas al estimular e
inhibir, respectivamente, a la enzima adenilato ciclasa, regulando asi la sefalizacion
mediada por el segundo mensajero AMP ciclico (cCAMP) (Milligan & Kostenis, 2006). Por
otro lado, la familia Gq se caracteriza por activar a la enzima fosfolipasa C beta, resultando
en la generacion de los segundos mensajeros IP3y DAG (proceso detallado mas adelante)
(Mizuno & Itoh, 2009). Finalmente, la familia Gi213 activa diversos efectores mediante su
interaccion con factores intercambiadores de nucleétido de guanina (GEF) de la GTPasa
Rho (Suzuki et al., 2009).

El estudio de las proteinas G como mecanismo de accién del litio estd estrechamente
ligado a reportes iniciales que mostraron efectos del litio sobre un tipo de moléculas de
gran relevancia en la sefalizacion celular, los fosfoinositidos. Se descubrié que la
administracion de litio disminuia la concentraciones de inositoles en el cerebro de ratas
(Allison & Stewart, 1971). Este hallazgo, junto con el descubrimiento de la accién inhibitoria

del litio sobre la enzima inositol monofosfatasa (IMPasa) (Hallcher & Sherman, 1980), y la
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evidencia en ulteriores estudios (revisado por: Berridge et al. (1989); Jope & Williams
(1994)), condujo a la hipétesis de la accion del litio por deplecién de inositoles. Dicha
hipétesis se fundamentaba en que el agotamiento por litio del mio-Inositol celular
comprometia la disponibilidad de fosfoinositidos necesarios para la produccion de los
segundos mensajeros IP3 y DAG (Berridge et al., 1989). Sin embargo, otra perspectiva
surgié de la mano de estudios que mostraban que el tratamiento crénico con litio reducia
el metabolismo de fosfoinositidos dependiente de la estimulacién con agonistas (Casebolt
& Jope, 1987; Godfrey et al., 1989); efecto que no fue reversible por la adiciéon de inositol
(Kendall & Nahorski, 1987). Se sugirié entonces que dichos efectos podrian ser causados

por una accién del litio sobre las proteinas G (Godfrey et al., 1989).

Este planteamiento ha recibido apoyo de varios estudios (revisado por: Avissar & Schreiber
(1992); Jope & Williams (1994); Malhi et al. (2013)). Uno de los hallazgos iniciales mostré
gue la administracion cronica de litio en ratas impedia la unién, inducida por agonistas
adrenérgicos y colinérgicos, de [*H]JGTP a membranas de la corteza cerebelar, sugiriendo
una accion inhibidora del litio sobre proteinas G (Avissar et al., 1988). Dicha accién ha sido
encontrada sobre distintos tipos de proteinas G, como fue evidenciado en ratas tratadas
de manera crénica con litio, lo cual redujo la union de GTPyS, inducida por agonista, a
Gas, Gai, Gao y Gaq (aunque en menor proporcion para esta ultima) en la membrana
cortical del cerebro (Wang & Friedman, 1999). Distintos mecanismos de accion también
han sido propuestos. El litio crénico increment6 significativamente la ADP-ribosilacion
catalizada por la toxina Pertussis en la corteza frontal de rata, sin alterar los niveles de Gi.
Esta toxina actla selectivamente sobre el heterotrimero asociado, por lo cual se sugirié
gue el litio atenda la funcién de Gi mediante la estabilizacion de su forma inactiva (Masana
et al., 1992). Por otra parte, se encontré que el magnesio podia revertir la inhibicion por
litio de la union de GTP a proteinas G, inducida por agonistas; por ello, se sugirié también
gue el litio actuaba compitiendo con el magnesio por sitios de unién sobre las proteinas G
(Avissar et al., 1991). A pesar de estos descubrimientos, ulteriores investigaciones sobre
los efectos fisioldgicos de la accion del litio sobre cascadas de sefializacion mediadas por

proteinas G han escaseado.

En nuestro laboratorio, el interés por la via de sefializacion de la proteina Gq y la fosfolipasa
C beta con respecto al litio surgié inesperadamente durante el estudio de las corrientes

ibnicas mediadas por Na* producto del proceso de fototransduccion en células
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fotosensibles del tubo neural de anfioxo. Se habia determinado que la respuesta a la luz
involucra la via de la PLC (Angueyra etal., 2012) y con el fin de corroborar que el
mensajero final que evoca la fotocorriente es Ca?*, fue preciso inducir un rapido aumento
de Ca?" intracelular por fotdlisis UV, pero al mismo tiempo habia que descartar la
posibilidad de que esta manipulacion activara un intercambiador de Na*/Ca?*
electrogénico. Se requeria entonces un sustituto del sodio que no fuera sustrato para ese
transportador, pero pudiera permear por canales idnicos Na*-selectivos; estas condiciones
las cumple el litio. Sorpresivamente, fuera de corroborarse la hipétesis, surgié un resultado
inesperado: al reemplazar el sodio extracelular por litio se generaba un incremento en la
amplitud de las corrientes de membrana en respuesta a la estimulacion luminica de estos
fotorreceptores (Peinado et al., 2015). Experimentos ulteriores mostraron que el efecto no
se debia simplemente a una mayor permeacién del Li* (ion mas pequefio que el Na*); mas
alin, eventos cuesta arriba en la cascada de sefializacion, como la movilizacion de Ca?*
desde el reticulo endoplasmatico, también sufrian una robusta potenciacion. Esto delataba
un efecto modulador del litio sobre la via de sefalizacién de la PLC, manifestado en
alteraciones funcionales definidas y detectables a nivel de células individuales. Esto fue
motivo de gran interés debido a la escasez de efectos fisioldgicos celulares reportados
para este agente. Para comprender mejor la relevancia de este y posteriores hallazgos, es
necesario revisar antes en qué consiste la cascada de sefalizacion de los fosfoinositoles

y su importancia.

En la figura 1 se ilustra la cascada de sefializacién de la PLC beta, partiendo de un receptor
metabotrépico de glutamato (mGIuR). Existen varios tipos de mGIuRs, pero de ellos,
solamente los del grupo | (mGIluR: y mGIuRs) activan la PLCB. Como su nombre lo indica,
el principal agonista de estos receptores es el acido glutamico, un aminoacido que, entre
otras funciones en el organismo, actlla como un importante neurotransmisor excitatorio;
sin embargo, existen otras moléculas agonistas de dichos receptores como el acido
guisqualico (Staub et al., 1992). Como en todas las cascadas mediadas por proteinas G,
la union del ligando al receptor (GPCR) activa a la proteina G, sin embargo, en este caso
especifico se trata de una proteina de la familia Gq (Gaq, Gai1, Gais y Gaais/ie), pues son
qguienes activan la fosfolipasa C beta (Hurowitz et al., 2000; Milligan & Kostenis, 2006).
Dicha activacion puede estar a cargo ya sea de la subunidad alfa activada, o del dimero
beta-gamma; la preferencia de activaciéon por estas subunidades ha mostrado ser relativa

segun la isoforma de la PLC en cuestion (Kadamur & Ross, 2013; Rhee, 2001). Ademas,
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debido a que ambos efectores actlan sobre sitios distintos de la PLC, existe la posibilidad
de un efecto aditivo por su accion conjunta (Sossin & Farah, 2009). Todas las enzimas de
tipo fosfolipasa son capaces de hidrolizar fosfoinositoles, sin embargo, el sitio especifico
de corte puede variar, lo cual permite obtener distintos subproductos (Aloulou et al., 2018).
La hidrolisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP3) es especifica de las fosfolipasas de tipo C (PLC); y de ellas, las PLC tipo
beta (PLCB) son aquellas cuya activacién depende de una proteina heterotrimérica Gq
(Rhee, 2001; Sossin & Farah, 2009).

f Molécula Sefial

Membrana
celular

Reticulo
endoplasmatico

Figura 1. Cascada de sefializacion de la fosfolipasa C. 1) Unién de la molécula sefial al
receptor de membrana. 2) Activacion de la proteina Gq y ruptura del trimero. 3) Activacion
de la PLC. 4) Hidrolisis del PIP2 en IP3 y DAG. 5) Activacion del receptor de IP3 y de la
PKC. 6) Salida de calcio del reticulo endoplasmatico.

El impacto que tiene la actividad de las PLCP en la fisiologia celular es verdaderamente
extraordinario, pues su accién modula directamente a tres moléculas involucradas en
procesos de sefializacion: PIP,, IPs y DAG. El PIP; es necesario para la funcion de un gran
namero de canales e intercambiadores, como es el caso de intercambiadores de Na*-Ca?",
canales de potasio sensibles a ATP (Kare), canales potasio, de sodio o de calcio voltaje
dependientes, canales TRP, entre otros (Hilgemann, 2007; Huang, 2007; Suh & Hille,
2008). ElI DAG, por ser hidrofébico, permanece en la membrana plasmatica y activa

proteinas como la proteina quinasa C (PKC), las MRCK, algunos canales TRP, entre otros
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(Sossin & Farah, 2009). Por su parte, el IP3, al ser hidrosoluble, difunde al reticulo
endoplasmaético, en donde activa receptores ionotropicos que permiten la salida de calcio
almacenado dentro de este organelo (Berridge & Irvine, 1984). En el citoplasma el calcio
actla como un poderoso mensajero que regula una multitud de procesos celulares, siendo
ademas un cofactor de las PKC, y un modulador de los receptores de IP3 (Bezprozvanny
et al., 1991; Clapham, 2007; Fukami et al., 2010). Ademas, tanto el PIP, como el DAG y el
IP; regulan de forma directa o indirecta la activacion de canales idnicos del tipo TRPC
(Itsuki et al., 2014; Soboloff et al., 2007; Vazquez et al., 2004; Venkatachalam et al., 2003).

Vale la penaresaltar que la via de los fosfoinositoles esta involucrada en un amplio abanico
de procesos fisioldgicos. Su participacion ha sido documentada en fenémenos tan diversos
como la transduccién sensorial de estimulos luminicos (Angueyra et al., 2012; Fain et al.,
2010) y quimicos (Ache & Young, 2005; Lindemann, 2001), en la activacién de la respuesta
inmune (Caraux et al.,, 2006; Nunes & Demaurex, 2010), la respuesta de fertilizacion
(Whitaker, 2006), procesos de neurotransmisiéon mediados por un amplio abanico de
neurotransmisores, plasticidad neuronal (Ito, 2001), entre otros.

Que el litio ejerza un efecto modulador sobre la via de sefalizacion de los fosfoinositoles
es de gran relevancia pues se trata de una cascada que repercute en multiples eventos
celulares. Por esta razén, a partir de las observaciones en anfioxo surgio el interés por
investigar si los efectos del litio se extienden a células de vertebrados, ya que puede haber
divergencia entre los elementos de la cascada en especies, evolutivamente lejanas, y por
lo tanto la susceptibilidad farmacoldgica al litio puede no ser generalizable. Pero ademas
si el nuevo foco de interés concierne efectos de posible relevancia clinica, era importante
determinar si dichos efectos ocurren a concentraciones de litio que sean cercanas a las
dosis terapéuticas. Con este propésito Duran Ferro (2016) y Landinez Macias (2016)
investigaron el efecto de la exposicion aguda a litio en concentraciones iguales o
superiores a 4 mM sobre la via de sefalizaciéon de la PLCPB en la linea celular embrionaria
de rindbn HEK293 de origen humano. Para activar esta cascada se aplicd localmente el
agonista colinérgico carbacol (20 uM, o mayor), que en estas células estimula receptores
metabotrdpicos de acetilcolina acoplados a proteinas Gq. El litio mostré un efecto robusto

y consistente de potenciacion de la liberacion de calcio intracelular inducida por el agonista.
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Estos primeros resultados en células de mamifero hicieron deseable proseguir con un
modelo celular de origen neuronal, lo cual resulta mas pertinente considerando la accion
del litio como modulador del estado animico. Por esta razon se escogio la linea de
neuroblastoma humano SH-SY5Y que, por una parte, expresa elementos claves que
subyacen la excitabilidad eléctrica caracteristica de las neuronas, como canales de Na*y
de K* voltaje-dependientes (Reuveny & Narahashi, 1993; Toselli et al., 1991, 1996; Tosetti
et al., 1998; Vetter et al., 2012), y ademas expresa los elementos de la cascada de los
fosfoinositoles acoplada a receptores muscarinicos (Forsythe et al., 1992; Lambert &
Nahorski, 1990; Mei et al., 1988). En estas células la aplicacién de carbacol (5 uM) también
produce un incremento del calcio citosélico que no es afectado por la remocién del calcio
extracelular, reflejando su liberacion desde reservorios intracelulares, y que es suprimido
por U73122, un inhibidor especifico de la PLC, corroborando la participacién de esta via
de sefalizacion (Sanchez Trivifio, 2019). Esta respuesta nuevamente fue potenciada de

manera reversible ante la exposicién aguda a litio (10 mM).

Ademas, se adelantaron estudios sobre el impacto del Li* en corrientes i6nicas de
membrana. La estimulacion con carbacol (1 uM) induce también una corriente de entrada
mediada principalmente por sodio y dependiente de la PLC, reminiscente de las sinapsis
colinérgicas muscarinicas en el SNC. En estas respuestas el litio, a concentraciones de 4
y 10 mM, gener6 un incremento significativo en la amplitud, acompafiado de una reduccion
de su latencia temporal (Sanchez Trivifio, 2019). Finalmente, con la intencién de buscar el
sitio de accion del litio, se evalud su efecto ante la activacion de eslabones especificos de
la cascada. Asi, la estimulacion de la proteina G mediante GTPyS generé una corriente de
entrada con caracteristicas similares a la de carbacol y que fue potenciada por litio,
mientras que la activacion directa de la PLC beta usando m-3M3FBS genero una corriente
con las mismas caracteristicas biofisicas, pero sobre la cual el litio no tuvo efecto (Sanchez
Triviflo, 2019). Este resultado indicé que el litio actia a nivel de la proteina Gaq y su

interaccion con la PLCB.

Los antecedentes mencionados son prueba robusta de la capacidad que tiene el litio de
modular respuestas fisiolégicas evocadas por la cascada de los fosfoinositoles, actuando
a concentraciones relativamente bajas. Sin embargo, la generalidad de los efectos

observados en lineas celulares respecto a otras células del organismo, particularmente
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aquellas en el cerebro, que expresan esta cascada, podria depender de la variabilidad

molecular de los elementos que la componen.

En humanos se han documentado cuatro tipos de subunidades Ga que activan la PLC:
Gaq, Gaii, Gais y Gaisie, denominadas en conjunto la clase Gq (Lee et al., 1992). Su
expresion en el cerebro varia ampliamente. Gaq se expresa en altos niveles a lo largo de
todo el cerebro, Gaix muestra preferencia por el cerebelo y la corteza cerebral, Gais es
expresada considerablemente menos en el cerebro aunque destaca en zonas como los
ganglios basales y la formacion hipocampal, mientras que Gais;ie aungue casi inapreciable
globalmente en tejidos cerebrales (The Human Protein Atlas, s. f.; Uhlen et al., 2010; Uhlén
et al., 2015), aparece en forma especialmente localizada en ciertas porciones de neuronas
gue usan la via de los fosfoinositoles (Gomez et al., 2020). Patrones de distribucién
selectiva también ocurren con las PLCp. Existen cuatro isoformas en humanos (PLCf1, 2,
3, 4), de las cuales ademas se conocen variantes de splicing (Lee et al., 1992; Rhee, 2001;
Vines, 2012), y cuya expresion en el cerebro es muy heterogénea (The Human Protein
Atlas, s. f.; Uhlen et al., 2010; Uhlén et al., 2015). Ademas, se ha reportado la existencia
de marcadas preferencias en cuanto a la capacidad de distintas proteinas del tipo Gq en
su capacidad de activar diferentes fosfolipasas C beta. Esto, conjuntamente con la
heterogeneidad de expresion, sugiere una especializacién de su funcionamiento asociado
a respuestas especificas segun el tejido o el receptor involucrado (Lee et al., 1992). Este
estado de cosas puede implicar que la accion del litio dependa o no de combinaciones

especificas de isoformas de sus blancos farmacoldgicos.

Resulta sensato suponer distintos escenarios en cuanto a la generalidad de la accién del
litio sobre la via de los fosfoinositoles. En un caso limite, los efectos documentados en las
lineas celulares HEK293 y SH-SY5Y podrian extenderse a todas las instancias de esta via,
independientemente de las subclases particulares de las Gg y PLC beta que expresen.
Siendo asi, todos los procesos mediados por fosfoinositoles se verian igualmente
afectados en todo tipo de células. Por otro lado, también es posible que la accion del litio
sea especifica a ciertas isoformas de esos elementos de la cascada, con lo cual, los efectos
hallados podrian limitarse a un grupo o combinacién particular de proteinas Gq y PLCs
beta, sin tener efectos sobre las deméas. Es més, también es plausible que entre distintas
isoformas que respondan al litio, la accion sea diferencial, dando lugar no solo a efectos

potenciadores en las respuestas, sino también inhibitorios, como ha sido documentado
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previamente en otras proteinas G (Avissar & Schreiber, 1992; Jope, 1999). Esto recalca la
relevancia de emprender un examen sisteméatico de los efectos del litio sobre la via de los

fosfoinositoles.

Para estudiar la generalidad de la accion del litio se podrian implementar al menos dos
estrategias experimentales. Una de ellas consiste en la expresion heterdloga selectiva de
pares Gg-PLCPB. Este acercamiento tiene el potencial de brindar un alto nivel de control
experimental, siempre y cuando se cumplan varios requisitos: El sistema escogido no
deberia expresar variantes de estos elementos de manera endbdgena, de tal manera que
se puedan estudiar las isoformas implantadas, en un contexto libre de factores
contaminantes. Pero la necesidad de monitorear funcionalmente una respuesta fisiolégica
para evaluar el efecto del Li* hace necesaria la presencia de efectores activables por los
mensajeros finales de esta cascada (por ejemplo, Ca*? y DAG); en caso de estar ausentes

se requeriria inducir su expresioén, lo cual implica una considerable complejidad técnica.

La segunda aproximacion es el estudio de los efectos del litio en neuronas nativas. Esta
avenida presenta ciertas ventajas, porque la informacion disponible sobre el rol funcional
de distintos tipos de neuronas y de sus respuestas metabotropicas que reclutan PLC,
conjuntamente con nociones sobre su participacion en funciones y patologias podria
ayudar a bosquejar el abanico de acciones moduladoras del Li* sobre los trastornos
bipolares. Existen dos acercamientos para implementar dicho abordaje. Por una parte, se
puede utilizar tejido semi-intacto, como por ejemplo rodajas de cerebro, en las cuales
efectuar mediciones de corrientes ionicas o de cambios de calcio celular. Las ventajas son
la retencion de la ubicacion y de las caracteristicas morfoldgicas de las células-blanco, lo
cual facilita su identificacion. Las principales desventajas son la dificultad técnica de
estimularlas quimicamente de una forma rapida y localmente delimitada, implementar
cambios de soluciones extracelulares efectivas en una matriz de tejido compacto, y, sobre
todo, garantizar que los efectos observados se puedan atribuir a alteraciones inducidas en
la célula-blanco, y no se deban en cambio a efectos indirectos mediados por interacciones

singpticas.

La alternativa es utilizar neuronas aisladas enziméaticamente y mecéanicamente a partir de
tejido disecado de regiones particulares del cerebro. La ventaja es la eliminacién de todo

efecto indirecto mediado sindpticamente, la facilidad de estimulacion quimica rapida, y la



Introduccién 13

efectividad de manipulaciones de la composicion del medio extracelular. Se trata de una
poderosa herramienta para evaluar el impacto funcional del litio y posibles mecanismos de
accion sobre tipos especificos de neuronas. Sin embargo, esta ruta tampoco esta exenta
de retos. Un cultivo primario usualmente comprendera un conjunto heterogéneo de células,
y la identificacion de tipos neuronales especificos se puede tornar problemética: muchas
clases de neuronas pueden compartir una morfologia similar, y al no disponer de criterios
de ubicacién en el tejido original se pierden valiosos criterios que ayuden a disipar
ambigiiedades en su clasificacion. Es mas, aun cuando las células-blanco poseen
caracteristicas anatomicas particulares, éstas pueden haber sido alteradas durante el
proceso de disociacién (por ejemplo, pérdida de delicados procesos dendriticos o

axonales), nuevamente introduciendo incertidumbre en cuanto a su identidad.

A falta de criterios de identificacion completamente robustos y confiables para cualquier
tipo neuronal que sea de interés, los mas viable es la utilizacién de células blanco que
presenten caracteristicas morfoldégicas ventajosas y que aun en situaciones poco
favorables brinden buenas posibilidades de reconocimiento. A su vez, una preparacion de
neuronas aisladas puede implicar bien sea disociaciones agudas o bien cultivo celular a
largo plazo, y las dos opciones presentan diferentes dificultades para el andlisis fisiologico.
En el primer acercamiento las células pueden no haberse recuperado del reciente
traumatismo sufrido en el proceso de aislamiento, lo cual puede perturbar su viabilidad o
alterar sus caracteristicas funcionales. El segundo presenta otro tipo de problemas, ya que
el mantenimiento de células en condiciones ex vivo implica retos en su supervivencia,
desarrollo y, sobre todo, diferenciacion, que pueden afectar la fisiologia, morfologia e
identidad celular. En particular, el cultivo a largo plazo puede acompariarse de pérdida de
caracteristicas importantes del fenotipo, debido a no estar expuesto a los factores tréficos
gue estarian presentes en el tejido intacto (Baptista et al., 1994). A pesar de las dificultades

mencionadas, esta estrategia resulta ser metodolégicamente mas viable.

El presente estudio busca establecer un primer modelo celular apropiado para investigar
los efectos del litio en la via de los fosfoinositoles, haciendo uso de cultivos neuronales
primarios. Para este fin se escogieron las neuronas de Purkinje del cerebelo por presentar
varias caracteristicas deseables. Primero que todo, por expresar los componentes
moleculares de la cascada, algunos, como el receptor de IP3, en niveles particularmente

altos con respecto a otras zonas del sistema nervioso central (Satoh et al., 1990; Worley
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etal.,, 1989). Ademas, respecto a las demas neuronas de la corteza cerebelar, las
neuronas de Purkinje presentan caracteristicas morfolégicas que ayudan a su
identificacion, aun en condiciones en las cuales parte de su anatomia haya sido
comprometida: su soma es particularmente grande (cercano o mayor a 20 um) y presentan
dendritas proximales de gran grosor (McKay & Turner, 2005).
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Figura 2. Organizacion celular del cerebelo. Tomado y modificado de Kandel et al., (2012).

En neuronas de Purkinje la via de la PLCP subyace la respuesta mediada por receptores
glutamatérgicos metabotrépicos activados por las sinapsis de las fibras paralelas (Figura
2) (Batchelor et al., 1994; Dzubay & Otis, 2002; Hartmann & Konnerth, 2009), lo cual
permite su activacion controlada por aplicacion de agonistas glutamatérgicos, y esta
involucrada en el fendbmeno de depresion a largo plazo, esencial en las funciones de
aprendizaje motor desempefiadas por el cerebelo (Aiba et al., 1994; Conquet et al., 1994;
Ichise et al., 2000; Ito, 2001, Ito & Karachot, 1990; Kano & Kato, 1987a).

Ademas, las neuronas de Purkinje resultan ser un modelo conveniente por haber sido un
importante objeto de estudio en las neurociencias, razén por la cual cuentan con una

amplia literatura cientifica que revisa sus caracteristicas fisiol6gicas, moleculares, entre
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otras (Empson & Knopfel, 2012; Fujishima et al., 2018; Hirano, 2018; Hirano & Hagiwara,
1989; Hockberger et al., 1989a; Ito, 1987, 2002; Kano & Kato, 1987b; Kapfhammer, 2004;
Llano et al., 1991; Llinds & Sugimori, 1980; Marcaggi, 2015, 2015; Monsivais et al., 2005;
Netzeband et al., 1997; Perkel et al., 1990; Ransdell & Nerbonne, 2018; Rossi et al., 2001,
M. Tanaka, 2009; Womack et al., 2000; Zhang et al., 2010). Como tal, constituyen un buen
punto de partida que a futuro pretendera extenderse a neuronas derivadas de otras areas
del cerebro que también utilizan de sefalizacién mediada por la via de los fosfoinositoles
como la corteza cerebral, el hipocampo o la amigdala (Faber et al., 2006; Kim et al., 1997;
Mathews et al., 1997; J. Tanaka et al., 2000; The Human Protein Atlas, s. f.; Uhlen et al.,
2010; Uhlén et al., 2015).
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1.0Objetivos

1.1 Objetivo general

Establecer un modelo de cultivo primario de neuronas de Purkinje para el estudio de los
efectos del litio sobre la via de sefializacion de los fosfoinositoles.

1.2 Objetivos especificos

1. Implementar un modelo de cultivo primario mixto de neuronas de cerebelo de embrion

de pollo y establecer criterios para la identificacion de las neuronas de Purkinje presentes.

2. Determinar la viabilidad celular de las neuronas de Purkinje obtenidas, evaluando sus

respuestas fisioldgicas ante la estimulacion eléctrica.

3. Corroborar la presencia de componentes de la via de sefializacion de la PLC mediante

ensayos de inmunodetection.

4. Evaluar mediante ensayos de fluorescencia la movilizacién de calcio intracelular en

respuesta a la estimulacion de receptores metabotrépicos.

5. Examinar posibles efectos agudos del litio en la liberacién de calcio desde depdsitos

intracelulares mediada por la cascada de los fosfoinositoles.
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2.Metodologia

2.1 Modelo de estudio

2.1.1 Obtencion y mantenimiento de animales de estudio

Para los estudios en embriones de pollo (Gallus gallus) se adquirieron huevos de granjas
con métodos de crianza avicola tradicional de cercanias de la ciudad de Bogota D.C. Estos
se incubaron en unaincubadora Little Giant de ventilacién fija, modelo 9200, con un rotador
automatico de huevos modelo 6300 de la misma marca. La temperatura de incubacién fue
37.5 £1.5 °C y la humedad fue mantenida entre 60 y 80%. Ensayos en células de ratdn
(Mus musculus) fueron posibles gracias al grupo de investigacion en Neurociencias del
profesor Gonzalo Arboleda, del Instituto de Genética de la Universidad Nacional (IGUN),
quienes amablemente aportaron una serie de cultivos primarios de cerebelo de ratones
C57BL/6 neonatos (dia posnatal 0).

2.1.2 Diseccion

La manipulacion y sacrificio de los embriones fue realizada conforme a los criterios
establecidos por el comité de ética del Centro Internacional de Fisica. Los embriones
fueron tomados para experimentacion a partir de los 12 DE (dias embrionarios), momento
en el cual las neuronas de Purkinje normalmente ya se han diferenciado y han iniciado la
formacion de conexiones sinapticas, hasta el dia embrionario 20, previo al nacimiento (dia
21) (Bertossi et al., 1986; Foelix & Oppenheim, 1974; Hamburger & Hamilton, 1951). Sin
embargo, debido a que el estudio se llevé a cabo a 2600 m de altura sobre el nivel del mar
y hay evidencia de que el menor nivel de oxigeno repercute sobre el desarrollo (Giussani

et al., 2007), adicional a los dias de incubacién de los huevos, la edad embrionaria fue
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calculada a partir de dos criterios morfoldgicos: el largo del tercer dedo y el largo del pico;
tomando como referencia los valores establecidos en el sistema normal de Hamilton y

Hamburger (Hamburger & Hamilton, 1951).

Todos los procedimientos de manipulacion de embriones y disecciones fueron realizados
en cabina de flujo laminar, usando instrumentos esterilizados mediante autoclave, o por
exposicion a etanol al 70 % y luz UV por 15 min. Los embriones fueron anestesiados con
0.5 ml de tricaina (50 mg/ml) inyectada en la camara de aire del huevo, posteriormente
eran extraidos del cascarén y decapitados. La cabeza era estabilizada con alfileres de
diseccion sobre una caja Petri con base de Sylgard y abundante solucion Ringer (solucién
salina isoténica y con pH balanceado) de composicién: NaCl 140 mM, KCI 5 mM, CaCl2 2
mM, MgCI2 1.2 mM, HEPES 10 mM (en relacibn HEPES basico y HEPES acido 3:2),
Glucosa 2.5 mM y pH 7.4. Una vez extraido, el cerebelo era sumergido en una nueva caja
Petri con solucién Ringer fria para la remocion de las meninges bajo estereoscopio. Los
procedimientos posteriores, segun el caso, se describen en las secciones de cultivo celular

o inmunodeteccion en rodajas de cerebelo.

2.1.3 Cultivo celular

El cerebelo era cortado sagitalmente con cuchilla de diseccién en rodajas con un grosor
entre 1y 2 mm. Estas secciones eran incubadas en Ringer bajo calcio (100 uM) con tripsina
(Lonza al 0.25% a 37°C por media hora. Terminado este tiempo las rodajas eran lavadas
al menos dos veces con solucion Ringer suplementada con suero fetal bovino (FBS) al 4%
para inhibir la tripsina. Terminado este tiempo el tejido era transferido a una caja Petri con
medio de cultivo y era disgregado mecanicamente usando pipetas de vidrio pulidas a
fuego; este disgregado era filtrado usando un ‘cell strainer’ de 70 pm (CORNING). Una
pequefia muestra de la suspension resultante era utilizada para calcular la densidad celular

en camara de Neubauer.

Para sembrar las células se usaron laminas cubreobjeto de 18 mm de diametro en cajas
multipozos de 6 0 12 pozos. Previamente estas laminas eran lavadas con acetona al 100
%, etanol al 70 % y agua destilada, se esterilizaron en autoclave y se trataron con poli-L-
lisina a 1mg/ml para facilitar la adhesion de las células. Por cada lamina se sembraban

aproximadamente 50.000 células, el célculo para realizar la dilucion correspondiente se



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 21

realizé mediante una camara de Neubauer. La siembra se hacia depositando 200 pl de
medio, que contenia el nimero deseado de células, directamente sobre la lamina de cultivo
teniendo cuidado de que no se desbordara; y se realizaba una incubaciéon a 37 °C por 2
horas. Pasado este tiempo se adicionaban 2ml de medio de cultivo suplementado en cada
pozo para finalmente dejar las células incubando a 37 °C y 5 % de CO; en una incubadora
Thermo Scientific Series 8000 WJ. Pasados tres dias de incubacion se reemplazaba 50 %

del medio de cultivo con medio fresco.

Se utilizaron dos medios de cultivo. El primero, basado en el protocolo de cultivo usado
previamente en nuestro laboratorio para la linea celular de neuroblastoma humano SH-
SY5Y (Sanchez Trivifio, 2019), consisti6 en DMEM/F12 (Merck) con 3.1551 mg/L dextrosa,
2.5 mM L-glutamina, 55 mg/L piruvato de sodio, 2,44 g de bicarbonato de sodio, 5 % suero
fetal bovino (SFB) y 0,25 % penicilina-estreptomicina. El segundo medio fue adoptado de
la metodologia de cultivo de neuronas primarias hipocampales de raton del grupo de
Neurociencias del Instituto de Genética de la Universidad Nacional (Baez-Becerra et al.,
2018). Este se compone de Neurobasal (Gibco) con 2 % B27 (Gibco), 1 % penicilina-
estreptomicina (Gibco, 10.000 U/mL), 500 uM L-Glutamina y 0,0125 uM Glutamato.

2.2 Inmunodeteccién en rodajas de cerebelo

Se usaron dos metodologias para obtener rodajas finas de cerebelo: cortes de cerebelo
fresco embebido en agar usando un vibratomo (Leica VT1000-S) y cortes de cerebelo

deshidratado y embebido en cera poliéster usando un micrétomo (AO Rotatory 820).
= Cortes con vibrdtomo

Cerebelos recién disectados eran sumergidos y posicionados en una caja Petri
pequefia con agar de bajo punto de fusion (26-30 °C, SIGMA A-9414) al 3 %. Una
vez solido, el bloque de agar con el cerebelo era adherido a la placa de muestras
del vibratomo usando pegante instantdneo de acrilocianato y procurando un
posicionamiento adecuado para obtener cortes sagitales entre 50 umy 100 um de
grosor. Los cortes se realizaban manteniendo la recamara de la muestra con

abundante solucion Ringer fria. Las rodajas resultantes eran transferidas
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automaticamente a una solucién de paraformaldehido (PFA) al 4 % e incubadas
durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente los cortes eran transferidos a PBS 1x y
guardados a 4 °C hasta su momento de uso.

Cortes con micrétomo

Cerebelos previamente fijados (PFA al 4 %, durante la noche a 4 °C) fueron
deshidratados en una serie de etanol en PBS al 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 95 %y
2x 100 %, por una hora en cada concentracién. Para embeber el tejido en cera
poliéster esta primero se mezclaba con etanol a una concentracion final de 50%
(peso/volumen) y se derretia incubando la mezcla a 40-45 °C. El cerebelo era
sumergido en esta mezcla por 2-4 horas, luego se transferia a cera poliéster (96
% en etanol) derretida y se incubaba por 8-12 horas a 40-45 °C. Finalmente se
vertia cera poliéster derretida dentro de un molde, el cerebelo era introducido y
orientado, y la cera se dejaba solidificar. Estos cerebelos fueron cortados con
microtomo (American Optical) en rodajas de 15um de grosor en orientacion sagital.
Previamente a ser usadas en ensayos de inmunodeteccion, las rodajas fueron
sumergidas en etanol al 100 % para retirar la cera poliéster y fueron rehidratadas
en una serie de etanol en PBS al 70 %, 50 %, 30 % y 0 % (PBS), durante 10

minutos cada concentracion.

La inmunodeteccion de proteinas de interés en las rodajas de cerebelo fue realizada

mediante dos metodologias que fueron: inmunofluorescencia e inmunohistoquimica

cromogeénica.

Inmunofluorescencia

Las rodajas de cerebelo fueron incubadas en solucibn de
permeabilizacion/bloqueo (PBS, 0.2 % TritonX, 10 % FBS) por 3 horas a
temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces en PBS (10 minutos cada lavado).
Después fueron incubadas durante la noche (a 4 % y agitacion leve) con anticuerpo
primario diluido en solucién de incubacién (PBS, 0.5 % FBS, 0.005 % TritonX) a la
concentracion indicada en la tabla de anticuerpos (Tabla 1). El anticuerpo primario

fue lavado tres veces en PBS, luego, las rodajas fueron incubadas con anticuerpo
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secundario fluorescente (Tabla 1) diluido en solucion de incubaciéon durante 3
horas a temperatura ambiente; finalmente el anticuerpo secundario fue lavado tres
veces. El mismo procedimiento se utilizé para obtener controles negativos, pero
omitiendo el anticuerpo primario. Después de tres lavados finales las rodajas
fueron montadas en solucion de glicerol 50 % en PBS, sobre ldminas de vidrio

cubiertas con laminillas cubre objetos y selladas con esmalte.

¢ Inmunohistoquimica cromogénica

Se utilizé el kit de inmunohistoquimica VECTASTAIN® Elite® ABC Kit Peroxidase,
en resumen, posterior a la rehidratacién o lavado en PBS, las rodajas fueron
tratadas con cloruro de amonio al 50 mM por 30 minutos para limpiar aldehidos;
se lavaron con PBS; se trataron con perdxido de hidrégeno al 0.3 % (diluido en
PBS) durante 30 minutos para bloquear la actividad de peroxidasas enddgenas y
nuevamente se lavaron. Luego, fueron incubadas en solucion de suero de bloqueo
(150 pl de stock de suero de bloqueo en 10 ml de PBS) por 20 minutos; se
incubaron con anticuerpo primario diluido en PBS durante la noche a 4 °C y
agitacion leve; se lavaron por 15 minutos en PBS; se incubaron en solucion de
anticuerpo secundario biotinilado (150 pl de stock de suero de bloqueo en 10 mi
de PBS con 50 pl de stock de anticuerpo biotinilado) a temperatura ambiente y con
agitacion leve; se lavaron por 15 minutos en PBS; se incubaron por 30 minutos en
solucion ‘VECTASTAIN Elite ABC Reagent’ (complejo avidina-peroxidasa) y se
lavaron por 15 minutos en PBS. Para la reaccidon cromogénica se utilizé el sustrato
de peroxidasa InmPACT™ VIP, preparado segun las indicaciones del fabricante.
El mismo procedimiento fue realizado para obtener controles negativos, omitiendo
el anticuerpo primario. Finalmente, las rodajas se montaron en solucién de glicerol

50 % en PBS sobre laminas de vidrio.

La documentacion de los ensayos de inmunodeteccion se realiz6 con un microscopio
invertido Zeiss Axioimager Z2, acoplado a una cémara digital (Zeiss Axiocam) y una
lampara de mercurio de 100W, para la estimulacion del fluoréforo, usando filtros de
excitacion 'y barrera estandar para fluoresceina. Las micrografias de las
inmunofluorescencias se tomaron usando microscopia de fluorescencia y de Nomarski del

mismo campo 6ptico. Las micrografias de inmunohistoquimicas con reaccién cromogénica



24

Metodologia

por peroxidasa se tomaron usando microscopia de campo claro. Las imagenes se tomaron

usando objetivos de 10x y 40x y los pardmetros de adquisicion se controlaban mediante el

software Zeiss Axiovision, estos fueron idénticos para muestras experimentales y para

controles negativos.

Anticuerpos primarios

Dirigido contra

Anticuerpo

Referencia

Concentracion

IP3R-I

Anti receptor de IP3 tipo 1

Huésped: Conejo

Abcam ab5804

1:200

deteccion de la

Policlonal
Calbindina Anti Calbindina-D-28K Sigma-Aldrich 1:500
Huésped: Conejo C7354
Policlonal
Anticuerpos secundarios
Usado en la Anticuerpo Referencia Concentracion

anti-conejo

proteina:

IP3R-I Alexa Fluor® 488 Invitrogen A-11034 | 1:500
Cabra anti-conejo
IgG (H+L)

Calbindina Anticuerpo Biotinilado Vectastain Elite Preparacion

ABC kit

segun
indicaciones
del kit

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios comerciales utilizados en ensayos de

inmunodeteccion.

2.3 Farmacos y soluciones externas e internas

Las soluciones externas utilizadas para los registros electrofisiolégicos y las mediciones

de calcio intracelular eran aplicadas mediante un sistema de perfusion por gravedad que

permitia cambiar la solucion que bafiaba las células, las cuales se encontraban dentro de

una camara de registro montada sobre la platina de un microscopio invertido (Zeiss
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Axiovert S100 o Nikon Diaphot). La composicién de las soluciones externas utilizadas fue
la siguiente:

e Solucion Ringer: 140 mM NacCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl;, 1.2 mM MgCl,, 10 mM
HEPES (6 mM basico, 4 mM &cido), 2.5 mM Glucosa, pH 7.4.

e Solucion Ringer baja en calcio: 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 0.1 mM CacCl,, 3.1 mM
MgCl,, 10 mM HEPES (6 mM basico, 4 mM acido), 2.5 mM Glucosa, pH 7.4.

e Solucion Ringer con litio al 10 mM: 130 mM NacCl, 10 mM LiCl, 5 mM KCI, 2 mM
CaCly, 1.2 mM MgCl,, 10 mM HEPES (6 mM bésico, 4 mM 4cido), 2.5 mM Glucosa,
pH 7.4.

La solucién interna con la cual se llenaban los microelectrodos de patch tenia la siguiente

composicion:

¢ 132 mM K-gluconato, 8 mM NacCl, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 1 mM EGTA, 2 mM
Na-ATP, y 0.3 mM Na-GTP, pH=7.3.

La aplicacion local de farmacos se realizd con una micropipeta ‘puffer’ posicionada a 50
pum de la célula mediante un micromanipulador automatico (Eppendorf PatchMan) o
manual (Thorlabs). La eyeccion se hacia con pulsos de aire regulados por la apertura de
una valvula solenoide de un Picospritzer || o de un aparato fabricado por el laboratorio,

controlados electronicamente desde el software Collect.

Para estimular la via de la PLCPB se us6 acido quisqualico (o quisqualato), un agonista de
receptores metabotrépicos de glutamato del grupo | y de receptores AMPA (Hinoi et al.,
2001), del cual se ha reportado que genera corrientes de entrada y el incremento de calcio
intracelular en neuronas de Purkinje (Audinat et al., 1990; Llano et al., 1991). El quisqualato
(Tocris) fue preparado en alicuotas al 2mM en solucién Ringer y se preservaron a -80°C.
Como inhibidor de la PLC se utiliz6 U-73122 (Enzo), del cual se preparé un stock al 50 mM
en 50 % DMSO, que al momento de su uso era diluido al 50 uM en solucién Ringer y se
aplicaban 70 pl directamente en la camara de registro; una vez distribuido
homogéneamente en la camara, cuyo volumen aproximado era de 700 pl, la concentracién

final de U73122 era cercana a 5 uM.
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2.4 Mediciones de calcio intracelular

Para registrar incrementos de calcio citosélico en respuesta a la estimulacion de la cascada
de los fosfoinositoles se utilizé un indicador fluorescente de calcio, método poco invasivo
gue permite hacer mediciones en tiempo real. El indicador usado fue el Fluo-4, que
interactta reversiblemente con Ca*?, y presenta una Kd aproximada de 335 nM, con un
rango dindmico que resulta apropiado para reportar cambios en la concentracion de calcio
citoplasmatico entre los 50 nm y 2 uM producto de la estimulacion con agonistas de
receptores de glutamato (Hockberger et al., 1989a; Linden et al., 1994; Llano et al., 1991;
Yuzaki & Mikoshiba, 1992). El Fluo-4 presenta espectros de excitacion y emision con picos
a longitudes de ondas cercanas a los 494 nm y 506 nm respectivamente. La interacciéon
con el Ca*? genera un incremento en la intensidad de la fluorescencia emitida, lo cual
permite usar al Fluo4 como indicador no cocientemétrico, es decir, registrar cambios
relativos de intensidad de la fluorescencia con respecto al nivel basal y no un valor absoluto
de la concentracion de Ca*? citosolico.

El Fluo-4 propiamente es una molécula hidrofilica y por lo tanto poco permeable en la
membrana celular, por esta razon, se utilizé6 el derivado Fluo-4AM que gracias a la
presencia de grupos acetoximetil (AM) éster adquiere un caracter liposoluble, con lo cual,
permea facilmente al interior de la célula. Una vez en el citosol, el grupo AM es liberado
del resto de la molécula gracias a la accién de esterasas endbégenas que cortan el enlace
éster, permitiendo la acumulacién del indicador dentro de la célula. Para cargar las células
con el marcador fluorescente, estas eran incubadas por 30 minutos en medio de cultivo
con 5 uM de Fluo-4AM, diluido previamente en 7.6 ul de Pluronic® F-127 y 2.3 yl de DMSO.

El fluoréforo fue estimulado usando luz de 470nm emitida por un LED acoplado al sistema
de epi-iluminacion de un microscopio invertido Nikon Diaphot; su encendido era controlado
manualmente y su intensidad se mantuvo siempre al 50 % para evitar el
fotoblanqueamiento del fluor6foro. Como se observa en la figura 3, la luz del LED se refleja
en un espejo dicroico, que desvia longitudes de onda menores a 505 nm, para ser dirigida
a la muestra a través del objetivo. La luz emitida por la muestra sigue el camino inverso,

atraviesa el dicroico mencionado y mas adelante se encuentra con un nuevo espejo
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dicroico que desvia longitudes de onda menores a 570 nm, esto permite que la luz emitida
por el fluoréforo sea redirigida a un fotomultiplicador, que amplifica la sefial para que sea
leida por un contador de fotones (MIT Inc. Ratemeter PRM-100). El montaje también
cuenta con un iris ajustable ubicado en un plano conjugado al de la muestra, que permite
delimitar manualmente la zona ocupada por la célula de interés, bloqueando la luz

proveniente del resto del campo.

LAMPARA SOLUCIONES
-

FILTRO IR

CAMARA
DE FLUJO

COMPUTADOR
L . OBJETIVO
40x
CONTADOR
DE FOTONES ‘V OBTURADOR
B ALY
—/ il "
LED 470 nm
FOTO- ESPEJO | |p

MULTIPLICADOR DICROICO
| e 505 nm ESPEJO

JJJ & DICROICO
570 nm PANTALLA

CAMARA

C\Q_?D_\_u_

Figura 3. Esquema del montaje usado para hacer mediciones de calcio intracelular.
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2.5 Registros electrofisiolégicos

Los registros electrofisioldgicos fueron realizados mediante patch clamp en modalidad
whole-cell voltaje clamp, que permite controlar el voltaje de la membrana y registrar
corrientes que fluyen a través de esta, usando un Unico microelectrodo con acceso directo
al interior de la célula. Se usé un amplificador Optopatch (Cairn Research) o un
amplificador construido por el profesor Enrico Nasi, que permitian ajustar la ganancia y el
filtrado de las sefales, entre otros ajustes. Dependiendo del protocolo de estimulacion
utilizado se obtenian corrientes lentas (estimulacion con farmacos) o rapidas (estimulacion
por voltaje) que eran filtradas entre los 200 Hz y 1.5 KHz (puntos de corte del filtro
pasabajos) respectivamente. La conversion de las sefiales eléctricas en sefiales digitales
(y viceversa) se realizé mediante un conversor anélogo-digital de 16 bits (Data Translation
Modelo DT9834). Las sefiales fueron muestreadas a frecuencias entre los 800 Hz y 10000
Hz, segun la frecuencia de corte usada en el filtro pasabajos, y procesadas en un
computador usando el software Collect, elaborado por el profesor Enrico Nasi. Este
programa no solo permitia la adquisicion de datos de patch clamp y de mediciones de
calcio sino también el control de los protocolos de estimulacion, como los cambios de
voltaje aplicados por el amplificador o la apertura de las vélvulas de los sistemas de

eyeccion de puffer.

Los microelectrodos de patch eran fabricados a partir de capilares de borosilicato en un
‘estirador’ o ‘puller’ de marca Narishige o KOPF y pulidos con un filamento incandescente,
con los cuales se obtenian electrodos con resistencias entre los 5y 8 MQ. Su interior era
llenado con una solucién ibnica de composicion similar a la intracelular (solucién interna),
la cual hacia contacto con un electrodo reversible de Ag-AgCl. El posicionamiento del
electrodo se realizaba mediante micromanipuladores manuales tipo Huxley (Custom
Medical Research Equipment), visualizado por microscopia usando objetivos entre los 10x
y 40x. El potencial de unién era ajustado una vez el electrodo entraba al bafio dentro de la
camara de registro, en el cual se ubicaba un puente de agar como electrodo de referencia.
La aplicacion de presion negativa a través de un sistema acoplado a una bomba de vacio
permitia formar un sello en el orden de los Giga-Ohms, posteriormente se procedia a

romper el parche de membrana aplicando manualmente presion negativa mas intensa
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usando una jeringa. Habiendo accedido al interior de la célula, el potencial de membrana
era fijado a -70 mV.

2.6 Procesamiento de datos

El procesamiento y andlisis de los registros electrofisioldgicos y las mediciones de calcio
por fluorescencia fueron realizados con el programa Analyze (versiéon 7.2.0), desarrollado
por el profesor Enrico Nasi. Este software incluye funciones de visualizacion, filtrado,
extraccion de pardmetros, ajuste de datos y construccién de graficas como curvas
corriente-voltaje, entre otras. Las micrografias fueron procesadas con el programa
Fiji/lmageJ (version 1.52p o mas reciente) o Adobe Photoshop (CC 2018, version 19.0.0),
en el cual también se editaron las figuras finales. El analisis y elaboracion de figuras
estadisticas fue realizado con el software GraphPad Prism (version 5.01).
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3.Resultados

3.1 El cerebelo de embrion de pollo para la obtencion de

cultivos primarios de neuronas de Purkinje

Las neuronas de Purkinje han sido un importante objeto de investigacion en las
neurociencias y su cultivo ha sido una practica recurrente, sin embargo, casi la totalidad
de estudios han usado roedores como fuente animal de estos cultivos (Baptista et al., 1994;
Brorson et al., 1991; Cohen-Cory etal., 1991; Furuya et al., 1998; Hockberger et al.,
1989b; Linden et al., 1991; Schilling et al., 1991; Tabata et al., 2000; Tjaden et al., 2018).
El uso de aves ha sido mucho mas escaso para este propésito (Jeffrey et al., 1996; Meaney
et al., 1998), aun asi, aves como el pollo doméstico (Gallus gallus) provee un atajo ante
una gran barrera técnica del cultivo celular primario que radica en la disponibilidad del
animal modelo: tanto la obtencién de huevos fértiles como su incubacion es sencilla y
econdémica. Particularmente, el uso de animales en estadio embrionario facilita el proceso
de diseccién y disgregacioén celular, gracias a que los tejidos conjuntivo y 6seo permanecen
inmaduros. Ademas, los embriones de pollo presentan un gran tamafio, por lo cual su
cerebelo, con un volumen mayor al cerebelo de embriones de ratén aporta un mayor

namero de células para procesos de cultivo.

El aspecto clave en la viabilidad del uso de embriones de pollo en lugar de roedores, se
debe a la similitud del cerebelo aviar y mamifero, que comparten la arquitectura e identidad
celular y sus patrones de conectividad (Akar & Sur, 2010; Bertossi et al., 1986; Foelix &
Oppenheim, 1974). A grandes rasgos la corteza del cerebelo de pollo posee (Figura 4), al
igual que en mamiferos, una capa unica de Neuronas de Purkinje que extienden sus
arboles dendriticos en sentido apical, formando la capa molecular. Alli se crean sinapsis

con las fibras paralelas, las cuales ascienden desde la capa granular interna, compuesta
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por neuronas granulares. Las neuronas de Purkinje también reciben inputs desde las fibras
trepadoras y desde una serie de interneuronas excitatorias e inhibitorias, distribuidas a lo
largo de las tres capas mencionadas.

?- o~

Capa molecular

Capa de
Neuronas de
~ Purkinje

Figura 4. Corte sagital de cerebelo de embrion de pollo. Dia embrionario 19. Imagen
tomada en microscopia de campo claro, magnificacion 10x. Se indican las tres capas que
componen la corteza cerebelar.

Para los fines de este proyecto es de primordial importancia identificar las células de
Purkinje. En el cerebelo mamifero, estas neuronas destacan por la expresion conspicua
de ciertas proteinas. Una de ellas es la proteina de union a calcio calbindina, cuya actividad
como buffer de calcio es esencial en la modulacion de la amplitud y curso temporal de los
procesos de sefializacion mediados por calcio, y como protector ante efectos citotoxicos
por altas concentraciones de este cation (Kitamura & Kano, 2013; Schmidt et al., 2003).
Su expresion se ha utilizado como referente de la madurez e identidad de las neuronas de
Purkinje (Baptista et al., 1994; Bastianelli & Pochet, 1993); debido a esto, se quiso verificar
la presencia de calbindina en las neuronas de Purkinje de cerebelo de embrion de pollo.
Para ello se realizaron cortes en el plano sagital del cerebelo, cuyas rodajas resultantes,
de 15 pm de grosor, fueron sometidas a un protocolo de inmunohistoquimica usando un
anticuerpo primario contra calbindina y secundario biotinilado para la formaciéon de
complejos avidina-biotina-peroxidasa, con revelado por reaccion cromogénica de la
peroxidasa. De esta manera, como se aprecia en la figura 5, se observé la tincion de una
serie de células de gran tamafio (somas con diametros cercanos a 20 um) con organizacion
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en una capa Unica, caracteristicas que coinciden con la morfologia y ubicacion de las
neuronas de Purkinje maduras que han concluido su proceso de migracion desde la region

basal; verificando entonces su presencia en el tejido.

Figura 5. Expresion de calbindina en neuronas de Purkinje en el cerebelo de embrion de
pollo. Cortes sagitales. Magnificacién: 40x. A. Inmunotincién. con anticuerpo primario anti-
Calbindina (Sigma-Aldrich, C7354), concentracion 1:500, revelado por reaccion de
peroxidasa B. Control sin anticuerpo primario.

El presente estudio tiene por interés investigar efectos moduladores sobre la cascada de
sefalizacion de la PLCB. Una proteina clave de esta via es el receptor de IP3, quien es el
efector final que da paso a la liberacion de calcio almacenado en el reticulo
endoplasmatico. Este receptor destaca por su expresion en las neuronas de Purkinje de
mamifero, una caracteristica que fundamenta la eleccién de estas neuronas como modelo
del presente estudio. Por esta razon, resulta esencial garantizar su presencia en las
neuronas de Purkinje de cerebelo de pollo. Para ello, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia con un anticuerpo primario contra el receptor de IP3Il, en rodajas
sagitales de cerebelo de 100 um de grosor. De esta manera, la expresion del receptor se
evidencio notoriamente en el soma, dendritas y axones de las neuronas de Purkinje, lo que
coincide con reportes en mamifero (Gomez et al., 2020), revelando también con mayor
claridad caracteristicas de la morfologia celular como la forma y didmetro del soma, y un
elaborado arbol dendritico (Figura 6).
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Figura 6. Expresion del receptor de IP3 en neuronas de Purkinje en el cerebelo de embrion
de pollo. Cortes sagitales, grosor de la rodaja: 100um. Magnificacién: 40x. Las micrografias
de fluorescencia fueron pseudocoloreadas para favorecer la visualizacion A.
Inmunotincién. con anticuerpo primario anti-IP3RI (Abcam, ab5804), concentracién 1:200.
Anticuerpo secundario AlexaFluor488, concentracion 1:200 B. Control sin anticuerpo
primario. C. Imagen compuesta de la misma seccion de cerebelo vista a través de
microscopia de Nomarski y sobrepuesta con la fotografia tomada microscopia de
fluorescencia (misma seccion mostrada en A).

La verificacién de la presencia de neuronas de Purkinje y su expresion del receptor de IP3,
elemento fundamental de la via de los fosfoinositoles, garantiza la pertinencia del uso de
cerebelos de embriones de pollo para el desarrollo de cultivos primarios, como se

describird a continuacion.

3.2 Cultivo neuronal de cerebelo

La aproximacion metodologica que se utilizd para obtener cultivos primarios de cerebelo

de embrién de pollo, descrita a mayor detalle en la metodologia, consistié a grandes rasgos
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en los siguientes pasos. Cerebelos de embriones de pollo con mas de 12 dias de
incubacién y hasta previos a eclosionar eran disectados, cortados e incubados en tripsina,
luego eran disgregados mecéanicamente y se tomaba una fraccion diluida para sembrar en
laminas con poli-L-lisina, se incubaba por dos horas y se adicionaba medio final para dejar

los cultivos en incubacion.

En primera instancia se decidié utilizar el medio de cultivo DMEM/F12, un medio indicado
para un amplio rango de tipos celulares como células endoteliales, fibroblastos o células
gliales (Arora, 2013); incluyendo neuronas de Purkinje de cerebelo de embriones de ratén
(Fujishima et al., 2012) y rata (Heintz et al., 2016). En nuestro laboratorio ha sido usado
para el cultivo de la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Sanchez Trivifio,
2019). Fue posible obtener cultivos como el que se aprecia en la figura 7, que presentaban

una amplia diversidad de células con distintos niveles de desarrollo de procesos

dendriticos o axonales.

Figura 7. Cultivo de cerebelo de embrion de pollo. DIV: 3. Microscopia Nomarski.
Magnificacion 40x. Estos cultivos presentaban un variado repertorio de células, algunas de
ellas con notorios procesos nerviosos.

También se realizaron cultivos en el medio Neurobasal, formulado para el mantenimiento
y maduracion de células de origen neuronal, incluyendo el cultivo de neuronas de Purkinje
(Ardeshiri et al., 2006; Arora, 2013; Fleming et al., 2013). Este medio ha sido usado para
el cultivo de neuronas primarias hipocampales de raton en estudios del grupo de
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Neurociencias del Instituto de Genética de la Universidad Nacional (Baez-Becerra et al.,
2018), de quienes se tomo6 como referencia la metodologia de cultivo. A pesar de que con
ambos medios se obtenian cultivos de caracteristicas similares a pocos dias de incubacién
(primeros cinco dias aproximadamente) (Figura 8), a més largo plazo (diez o mas dias) los
cultivos en DMEM/F12 presentaban un namero particularmente bajo de células viables y
multiples aglomerados de restos celulares (Figura 8), mientras que los cultivos realizados
con Neurobasal mostraron superioridad en la longevidad. Con base en estos resultados se

adopto6 preferencialmente el medio Neurobasal para el mantenimiento de los cultivos.

DIV 03 DIV 10

DMEM/F12

Neurobasal

Figura 8. Cultivos primarios de cerebelo de embriéon de pollo en los medios de cultivo
DMEM/F12 y Neurobasal a distintos dias de incubacion. Microscopia Nomarski. DE: 18.
Magnificacion 40x. Barra de escala: 20um A. Cultivo en DMEM/F12, DIV: 3 B. Cultivo en
DMEM/F12, DIV: 10 C. Cultivo en Neurobasal, DIV: 3 D. Cultivo en Neurobasal, DIV: 3.
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3.2.1 Cultivo neuronal de cerebelo de ratébn neonato

Teniendo en cuenta que los cultivos celulares primarios de cerebelo de pollo son un modelo
de estudio relativamente novedoso y raramente utilizado, se quiso comparar respecto al
modelo méas estandar: cultivos cerebelares de ratén. Esto fue posible gracias al grupo de
investigacion en Neurociencias del profesor Gonzalo Arboleda, del Instituto de Genética
de la Universidad Nacional, quienes amablemente proveyeron una serie de cultivos

cerebelares obtenidos de ratones neonatos (dia posnatal cero).

Figura 9. Cultivo primario de cerebelo de raton neonato en medio de cultivo Neurobasal.
17 DIV. Microscopia Nomarsky. Magnificacion 40x. Barra de escala: 20 pm.

Como se observa en la figura 9, las neuronas de estos cultivos desarrollaban dendritas y
axones prominentes en estadios avanzados de incubacion. La mejor supervivencia del
cultivo de ratén resalta el impacto que tiene el uso de medios de cultivo y suplementos que
han sido desarrollados especialmente para favorecer la longevidad y maduracion de
cultivos neuronales de roedores (Thermo Fisher Scientific, 2020); y sugieren la necesidad
a futuro de refinar las condiciones de cultivo, optimizandolas especificamente para el
cultivo de neuronas de embriones de pollo.
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3.3 Identificacion de las neuronas de Purkinje y

viabilidad celular

La corteza cerebelar esta compuesta por siete tipos de neuronas (células de Purkinje) e
interneuronas (células granulares, unipolar brush cells, células de Golgi, células de Lugaro,
basket cells, stellate cells), pero es importante resaltar que por lo menos el 99 % del total
de células corresponde a neuronas granulares (Consalez et al., 2020). Las neuronas de
Purkinje resultan siendo una minoria dentro de los cultivos cerebelares y, ademas, es
inevitable que durante la disociacion sufran cambios morfologicos: debido a la delicadeza
de sus procesos, el estrés mecanico de la disgregacibn hace que se pierda su
caracteristico arbol dendritico. Por lo tanto, se requiere disponer de criterios de

identificacion para su eleccion en estudios funcionales.

La figura 10 muestra micrografias de tres tipos de células identificadas segun su
morfologia. La primera (figura 10A) es representativa de un gran namero de células que
presentaban somas semicirculares pequefios y un extenso y fino proceso, con lo cual, se
identificaron como células granulares. También (figura 10B) se encontraron células con
arquitectura multipolar y somas peguefios a medianos de forma variada, compatibles con
interneuronas como las células canasta (Basket cells) o las células estrelladas (Stellate
cells). Finalmente (figura 10C), fueron identificadas como neuronas de Purkinje un grupo
de células con somas semiovalados y didmetros cercanos o mayores a los 20 um
(caracteristico de las neuronas de Purkinje, como se vio en las figuras 5 y 6); y que
preferiblemente presentaran un proceso, alusivo a una dendrita proximal, de gran grosor,
como es tipico de estas neuronas (McKay & Turner, 2005). Estas células podian ser
escasas de procesos dendriticos, sin embargo, esto no deberia suponer un impedimento
para los estudios funcionales, pues como se observo en la figura 6, la presencia de
receptores de IP3 en el soma de las neuronas de Purkinje evidencia la presencia de la

cascada de la PLCP en este lugar.
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Figura 10. Diversidad neuronal en los cultivos de cerebelo de embrién de pollo. Los
cultivos cerebelares obtenidos presentaban un gran numero de células con somas
semicirculares pequefios y un extenso y fino proceso, caracteristicos de neuronas
granulares (A). Otro grupo de células presentaban una arquitectura multipolar con somas
pequefios a medianos y de forma variada, compatibles con interneuronas como células
canasta (Basket cells) O células estrelladas (Stellate cells) (B). Las células que fueron
identificadas como neuronas de Purkinje tenian somas con un diametro cercano a los 20
um y, preferiblemente, presentaban procesos o material celular asociable a su arbol
dendritico y un proceso posterior sugestivo de su axén (C).

3.3.1 Viabilidad de las neuronas de Purkinje de pollo

Debido a que se tiene como objetivo el uso de las neuronas de Purkinje en estudios
funcionales, resulta necesario evaluar su viabilidad fisiologica. El uso de enzimas
proteoliticas como la tripsina para la disgregacion del tejido puede tener efectos no
deseados como la hidrélisis de receptores y canales, comprometiendo las respuestas
fisiolégicas. Para verificar la viabilidad celular se utilizé la técnica de ‘patch-clamp’ en la
modalidad ‘whole-cell voltage clamp’. En breve (figura 11), un electrodo es puesto en
contacto con la membrana celular usando un micromanipulador, y mediante la aplicacién
de presion negativa se forma un sello de alta resistencia entre ambos; posteriormente, el
parche de membrana atrapado es roto por succion, dando acceso directo al interior de la
célula. El electrodo, conectado a un amplificador, permite al experimentador imponerle a
la célula un voltaje determinado mediante la aplicacion de una corriente igual y opuesta a
toda corriente de membrana, lo cual también posibilita monitorear flujos de iones que

ocurren en la membrana.
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Figura 11. Componentes de la cAmara de registro para experimentos de patch clamp en
modalidad whole-cell voltage clamp.

La figura 12A muestra registros de una célula identificada como Purkinje, en la cual el
potencial fue mantenido a un voltaje de -70 mV, cercano a su voltaje de reposo, y se aplicé
una serie de pasos rectangulares de voltajes despolarizantes en incrementos sucesivos de
+10 mV; en total se aplicaron 10 pasos. Por simplicidad visual, la figura 12A muestra cinco
de estos registros. Los pasos de voltaje se muestran en la parte inferior de la figura y
corresponden a incrementos que despolarizaron la célula a -50, -30, -10, +10 y +30
milivoltios. Simultaneamente se registraron las respuestas de corriente de membrana, que
corresponden a los trazos de la parte superior. Los estimulos y sus respuestas respectivas

estan sefializados con triangulos de igual color.
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Figura 12. Registros de corrientes de membrana en modalidad ‘whole-cell voltaje clamp’
en neuronas de cerebelo de embrién de pollo cultivadas. A. Neurona identificada como
neurona de Purkinje. Vm: -70 mV. La neurona fue despolarizada a -50, -30, -10, +10 y +30
milivoltios. Duracion del pulso: 90 ms. B. Neurona identificada como no Purkinje. Vm: -70
mV. La neurona fue despolarizada a +130 mV. Duracién del pulso: 90ms.

Como se indica en la figura 12A, las respuestas de corriente poseen varios componentes.
Al comienzo de la aplicacion de cada estimulo se genera una corriente capacitiva que
ocurre por el cargar y descargar de la capacitancia de la membrana cada vez que se altera
su potencial. También se presentan corrientes denominadas de fuga, vistas como el
cambio de corriente respecto al nivel basal, y corresponden a la corriente que pasa por
canales establemente presentes en la membrana. Estas dos corrientes, capacitivas y de

fuga, se denominan pasivas y son reflejo de propiedades eléctricas basales (capacitancia
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y resistencia) de la membrana; su magnitud, por lo tanto, guarda proporcionalidad con la
amplitud del voltaje aplicado. Cuando el voltaje de estimulacion excede un cierto umbral,
se activan nuevos canales cuya compuerta se abre o cierra de forma voltaje dependiente;
la direccién de la corriente resultante puede ser de entrada o de salida dependiendo de la
selectividad ionica del canal. Estas corrientes, denominadas activas, se indican en la figura
12A, y corresponden posiblemente a corrientes de entrada de sodio y salida de potasio,
gue son las responsables de la generacidn de potenciales de accién. La presencia de estas
corrientes evidencia que los elementos moleculares fundamentales en la excitabilidad
neuronal permanecen en las células cultivadas, demostrando que se cuenta con neuronas

funcionales.

Ciertas caracteristicas de los trazos en la figura 12A respaldan la identificaciéon del tipo
neuronal. La magnitud y lentitud de las corrientes capacitivas (notar que el pico de estas
corrientes ha sido recortado) es coherente con la amplia superficie de membrana celular
de las neuronas de Purkinje, que se traducen en una gran capacitancia; ya que la carga
necesaria para cambiar el voltaje es el producto entre el voltaje aplicado y la capacitancia
(AQ = C x AV). Ademas, su curso temporal exponencial es lento porque la constante de
tiempo es el producto de la resistencia del electrodo (la cual es similar en todos los
experimentos) y la capacitancia de membrana (T = R x C). Esto implica una demora en
alcanzar el voltaje deseado y por lo tanto la aparicién tardia de las corrientes activas. Para
contrastar estas caracteristicas se muestra un registro de una neurona pequefia, no
Purkinje (figura 12B). En este resalta la presencia de una corriente capacitiva mas pequefia
y rapida, asi como la activacibn mucho mas subita de las corrientes de entrada y salida,

debido a que el voltaje umbral se alcanza rapidamente.

Uno de los objetivos finales de este estudio es investigar la modulacién de la via de la
PLCB, por lo cual resulta critico verificar la retencion de elementos de membrana
involucrados. Las neuronas de Purkinje presentan receptores de glutamato acoplados a
esta via, sin embargo, también expresan receptores glutamatérgicos ionotrépicos (AMPA,
Kainato, NMDA) (Brorson et al., 1991; Piochon et al., 2007). Por ello, para activar la
cascada de sefializacion se utilizé el agonista quisquilato (acido quisqualico) el cual
presenta la ventaja de tener un espectro de accién mas restringido que el glutamato, ya

gue no actla sobre receptores de Kainato ni NMDA (Davies, 2007).
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La estimulacion de la cascada de la PLCB produce la activacion de corrientes de
membrana (Knopfel et al., 2000; Tempia et al., 2001; Yamakawa & Hirano, 1999), por lo
tanto, se hicieron registros de corriente en ‘voltage clamp’ manteniendo un voltaje fijo. El
agonista fue aplicado localmente a través de una pipeta de puffer, ubicada
aproximadamente a 50um, que contenia una solucién de quisquilato al 500 uM. Esta
concentracion, asi como el tiempo de aplicacion (1 segundo) se encuentran en un rango
intermedio dentro de lo reportado por la literatura (Hussain et al., 1991; Linden et al., 1991;
Staub et al., 1992). Cabe resaltar que, mediante esta forma de aplicacion, la concentracion
de agonista a la que se expone la célula es inevitablemente mas baja que la concentracién
dentro de la pipeta, debido a su difusion en el bafio. La figura 13 evidencia la activacion de
una corriente de entrada de larga duracién y magnitud maxima de 33pA que se alcanza a
los 3.4 s. La duracién y sentido de estas corrientes es consistente con reportes de una
permeabilidad catiénica mixta activada por la estimulacién de receptores metabotropicos

de glutamato en neuronas de Purkinje (Tempia et al., 2001; Yamakawa & Hirano, 1999).

Quisq. 500uM

10pA

4s

Figura 13. Corriente de membrana en neurona de Purkinje en respuesta a la aplicaciéon
local de quisquilato al 500 uM. Registros en modalidad: ‘whole-cell voltaje clamp’. Vm: -70
mV. Duracion del estimulo: 1 s. Duracion total del registro: 20 s.

Esta serie de experimentos en neuronas de pollo identificadas como Purkinje, ratifican la
viabilidad fisiolégica celular y confirman que se dispone de una herramienta farmacoldgica

para activar receptores glutamatérgicos.
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3.3.2 Comparacién con respuestas eléctricas de neuronas de

raton

Como ulterior respaldo del modelo desarrollado a partir de embriones de pollo, los
resultados obtenidos con mediciones eléctricas se compararon con el modelo mas

tradicional: el raton.

100pA

+130
Vm (mV)
-70

L 1 1 1 1 l J
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (ms)

Figura 14. Corrientes de membrana de neurona de Purkinje de ratén ante la aplicacién de
pasos de voltaje despolarizantes. Registros en modalidad: ‘whole-cell voltaje clamp’. Vm:
-70 mV. La neurona fue despolarizada a -50, -30, -10, +10 y +30 milivoltios. Duracion del
pulso: 90 ms.

En la figura 14 se aprecian corrientes de membrana obtenidas en respuesta al mismo
protocolo de voltage clamp con pasos despolarizantes usado en neuronas de pollo. En
estos trazos también se encuentran corrientes capacitivas lentas y de gran magnitud, pero
adicionalmente, destacan por la presencia de corrientes de entrada y salida con una muy
rapida cinética. Estas son caracteristicas corrientes de accion producto de la activacion de
potenciales de accion en zonas de la membrana en las cuales no se logra fijar el voltaje
de comando. Esto se debe a que, en el cultivo de raton, las neuronas presentan procesos
mas largos y no es posible controlar el voltaje en puntos tan distantes del electrodo de

patch. Como era de esperarse, estas células también tuvieron respuestas eléctricas a la
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aplicacion de quisquilato, que fueron similares a las encontradas en pollo. La figura 15
muestra una respuesta representativa ante la aplicacion de quisquilato al 500 puM durante
200 ms, con la cual se obtuvo una corriente de entrada que alcanza un méaximo de 110 pA
pasados 2.7 s aproximadamente.

Quisq. 500uM

40pA

1s

Figura 15. Corriente de membrana de neurona de Purkinje de ratén en respuesta a la
aplicacion local de quisquilato al 500 pM.Registros en modalidad ‘whole-cell voltage
clamp’. Vm: -70 mV. Duracion del estimulo: 200 ms. Duracion total del registro: 5 s.

3.4 Movilizacion de calcio intracelular por la estimulacion

con quisquilato

Los receptores metabotropicos de glutamato (del grupo 1) estan acoplados a proteinas Gq,
su activacion, por lo tanto, produce el incremento de calcio intracelular por accion del IP3
(Knopfel & Grandes, 2002). El quisquilato es capaz de activar estos receptores, y su
aplicacion en neuronas de Purkinje de roedores produce un aumento en la concentracion
de calcio intracelular en las dendritas y en el soma (Llano et al., 1991; Yuzaki & Mikoshiba,
1992).

Para corroborar la integridad de esta via en nuestro sistema, evaluamos cambios en la
concentracion de calcio citosolico en respuesta a la aplicacion de quisquilato. Células

previamente incubadas con Fluo-4am al 5 yM se sometieron a un protocolo de registro de
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40 segundos, en el cual se aplicaba quisquilato al 2 mM de manera local durante 10
segundos. Como se observa en la figura 16, la aplicacion del agonista genera un
incremento en la fluorescencia, que indica la elevacion en la concentracion citoplasmatica
de calcio. Las sefiales de fluorescencia se reportan como cambio relativo de fluorescencia:
AF/F, siendo AF = fluorescencia — fluorescencia basal (fluorescencia previa a la aplicacion
del agonista) y F = fluorescencia basal. Estas respuestas se caracterizaban por tener una
cinética lenta, alcanzando valores maximos de fluorescencia pasados 5 a 15 segundos
desde el inicio de la respuesta; asi como una larga duracién, pues no alcanzaban a retornar

al nivel basal pasados los 25 segundos de registros posteriores al estimulo.

1.00p—

5s

0.50 p=—

AF/F

0.00%=

Quisg. 2 mM

Figura 16. El quisquilato produce un incremento del calcio citoplasmatico en células
identificadas como neuronas de Purkinje.Trazo representativo del cambio en la intensidad
de fluorescencia del reportero Fluo-4am, reflejando un incremento del calcio
citoplasmatico, en respuesta a la aplicacion local de quisquilato al 2 mM por 10 segundos.
Las células fueron previamente incubadas con Fluo4-am 5 uyM por 30 minutos. Duracion
total del registro: 40 s.

La necesidad de aplicar multiples estimulos bajo diferentes tratamientos experimentales
para evaluar su efecto, requiere que la capacidad de respuesta de la célula se mantenga
estable. Por ello, es necesario verificar que las condiciones experimentales adoptadas no
producen el deterioro de la célula con el paso del tiempo, ni la desensibilizacion de la
respuesta. Para verificar que no se tienen estos efectos, una célula fue estimulada
repetidamente (cinco veces seguidas) dejando pasar aproximadamente 5 minutos entre

cada estimulo. Como se observa en la figura 19, una célula sometida a este protocolo
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respondié con incrementos de fluorescencia similares, cuya elevacion méaxima promedio
fue del 24,4 % (Desv.Est. = 2,3 %). Este resultado demuestra que la aplicacion repetitiva
de quisquilato bajo los parametros seleccionados permite obtener respuestas replicables
y no se obtienen cambios con tendencias netas a lo largo del tiempo.

5s

0.25

AF/F

0.00

Quisg. 2 mM

Figura 17. La estimulacién con quisquilato al 2 mM permite obtener respuestas de calcio
replicables. Una célula fue estimulada cinco veces consecutivas con quisquilato al 2 mM
durante 10 s, la duracién total del registro fue 40 s y el intervalo entre registros fue de 3
min.

Puesto que el proposito a largo plazo es evaluar la posible modulacién de la respuesta por
litio, se quiso establecer si las condiciones de estimulacion eran adecuadas para examinar
efectos modulatorios. En primer lugar, se evalu6 si era viable utilizar una concentracién
menor del agonista. Como se muestra en la figura 17, la aplicacion local de quisquilato al
500 uM por 10 s a una célula previamente cargada con Fluo-4am, no produjo cambios en
la fluorescencia. Sin embargo, la célula respondié satisfactoriamente a 2 mM de

quisquilato, por lo cual se adopté como concentracion efectiva.
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Figura 18. Diferencia en la efectividad del quisquilato segin su concentracion. Una célula
cargada con Fluo4-am 5 uM fue sometida a la aplicacion local de quisquilato al 500 pM y
al 2 mM, mostrando una respuesta de fluorescencia solo ante la concentracion mayor.
Duracion de la aplicacion: 10s.

Por otro lado, también es preciso verificar que las condiciones de estimulacion no ejercen
una accion saturante, y que permiten una eventual modulacion positiva. Para corroborarlo,
se comparo la respuesta obtenida al usar una pipeta con boquilla de mayor didmetro, cuyo
flujo de eyeccion garantiza una mayor concentracion del agonista sobre la célula. La figura
18 muestra que el incremento en el diametro de la pipeta produjo un aumento sustancial
de la respuesta. En conclusién, las condiciones de estimulacion adoptadas permiten

obtener respuestas robustas y susceptibles de ser moduladas.

1.00 g 10s
w
= 0.50p=—
<
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Quisg. 2mM Quisg. 2mM
Puffer 2um diam. Puffer 5um diam.

Figura 19. El quisquilato al 2 mM no genera respuestas saturantes. Una célula cargada
con Fluo4-am 5 yM fue sometida a la aplicacion local de quisquilato al 2 mM por 10
segundos, usando primero una pipeta con boquilla de 2 um de diametro, y luego, una con
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un diametro de 5um. El uso de la pipeta de mayor diametro causo un incremento sustancial
de la respuesta de fluorescencia Duracion total del registro: 40 s.

3.4.1 El incremento citosolico de calcio provocado por
quisquilato proviene de depdsitos intracelulares y del

medio externo

Teniendo una respuesta de calcio reproducible se quiso verificar que al menos parte de
ella se debe a la movilizacién de calcio interno, como es de esperarse por la accién del
IP3. Esto debido a que, al no tener control sobre el voltaje de la célula, podria haber ingreso
de calcio desde el medio exterior, a través de canales voltaje dependientes. Entonces, para
determinar la fuente de la movilizacién de calcio se redujo la concentracion de calcio en un
95 %.

Células previamente cargadas con Fluo-4am fueron estimuladas con quisquilato al 2mM
por 10 segundos, primero en solucién fisiolégica control (Calcio al 2 mM) y luego en
solucion baja en calcio (100 uM), dejando pasar cerca de 10 a 15 ml de esta. Como se
observa en la figura 20A, la respuesta producida en el medio bajo en calcio mostré una
disminucion reversible. La reduccién promedio de estas respuestas fue cercana al 40 %
(figura 20B, n = 9). Aunque la reduccién fue significativa (prueba no paramétrica de
Wilcoxon para datos apareados, p-valor = 0,019), un componente conspicuo de la

movilizacién de calcio no se debe a influjo, sino que se origina de reservas intracelulares.
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Figura 20. El incremento en el calcio citosélico provocado por quisquilato proviene de
depdsitos intracelulares y del medio externo. A: Una célula precargada con fluo-4am fue
estimulada con quisquilato al 2 mM por 10 segundos en condiciones control (solucién con
calcio al 2 mM), luego se dejaban pasar entre 10 a 15 ml de medio con calcio al 100 uM,
se evaluaba el efecto sobre la respuesta a quisquilato y finalmente se volvia a condiciones
control para evaluar la reversibilidad del efecto. Duracion total de los registros: 40 s. B:
Diagrama de barras del promedio del cambio maximo de fluorescencia obtenido en
condiciones control y en bajo calcio. (n = 9, las barras de error muestran el error estandar
de la media, SEM).

3.4.2 La movilizacion de calcio interno estd mediada por la PLC

Los datos anteriores muestran que una parte de la respuesta de calcio proviene de
compartimientos internos, sin embargo, se requiere corroborar el rol de la PLCB-IP3. La
razén es que se ha mostrado que la activacion de receptores de ryanodina también
produce el flujo de calcio desde reservorios internos (Walton et al., 1991). Para este
objetivo se evalud la respuesta a quisquilato tras la aplicacién de un inhibidor especifico
de la PLCB, el U73122. Células precargadas con Fluo-4am fueron estimuladas con

quisquilato al 2 mM en condiciones control, posteriormente, el inhibidor fue aplicado
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directamente sobre la cAmara de registro usando una pipeta (se aplicaron 70 ul al 50 yM).
Las respuestas obtenidas con este tratamiento presentaron una reduccion promedio del
74 % aproximadamente (n=2). De esta forma se confirmd que la PLC[ es la principal
responsable de la liberacion intracelular de calcio en respuesta al quisquilato.

Control U73122 50pM Lavado
100l
10s
[T
I 0.50p=—
<
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Figura 21. La respuesta de calcio activada por quisquilato es sensible a la inhibicién
farmacologica de la PLCB. Una célula precargada con fluo-4am fue estimulada con
quisquilato al 2 mM por 10 segundos en condiciones control, y luego en presencia de
U73122 al 50 uM aplicado directamente sobre la camara de registro. Finalmente se hacian
registros habiendo dejado lavar el farmaco para evaluar la reversibilidad del efecto.
Duracion total de los registros: 40 s.

3.4.3 Efectos moduladores del litio en las respuestas de calcio

evocadas por quisquilato

El conjunto de resultados previos ha demostrado la viabilidad del modelo implementado
para estudiar posibles efectos de modulaciéon del litio sobre la via de la PLCp,
cumpliéndose asi con el objetivo general planteado. Como una primera evaluacion de esta
posible modulacién, se examiné el efecto de la exposicion aguda a litio sobre la respuesta
de calcio mediada quisquilato. Para estos experimentos, células precargadas con Fluo-
4am fueron estimuladas dos veces con quisquilato al 2 mM en condiciones control,
obteniéndose respuestas estables. Luego, la camara de registro fue perfundida con 10 a
15 ml de solucién externa con litio al 10 mM y se evalué el efecto de este tratamiento. Se
encontré que en la mayoria de casos (n=7), el litio provoc6 una reduccion promedio de la

respuesta cercana al 26 %, como se ejemplifica con el trazo mostrado en la figura 22A. Sin
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embargo, en un caso se observo un efecto potenciador del litio en una célula, con un
incremento de casi el 85% (figura 22B).

A Control ™ Litio 10mM
/4
1.00 = 10s
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w090F— __ bk ey ]!
<
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Figura 22. La exposicion aguda a litio al 10 mM produce efectos moduladores duales. En
todos los casos la concentracién de quisquilato en la pipeta fue de 2 mM y la duracién del
estimulo fue 10 s. Primero se registraron respuesta en condiciones control y
posteriormente, se dejaban pasar entre 10 y 15 ml de solucién con litio al 10 mM para
evaluar su efecto. A: Trazo representativo de una célula que redujo su respuesta a
quisquilato ante la aplicacion de litio. B: respuesta de una neurona que mostré un
incremento en la respuesta a quisquialto por la exposicion a lito.
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4.Discusion

4.1 Sobre el cultivo primario de células de Purkinje

El propdsito general de este estudio era extender a neuronas la exploracion de los efectos
obtenidos por primera vez en lineas celulares, que mostraban la modulacién por la
exposicion aguda al litio, de la movilizacién de calcio intracelular y de corrientes de
membrana mediadas por la via de la PLCB (Duran Ferro, 2016; Landinez Macias, 2016;
Sanchez Trivifio, 2019). La importancia de estudiar neuronas primarias se debe a que se
habia determinado que el efecto modulador del litio sobre la cascada de los fosfoinositoles
ocurre a nivel de la interaccion Gg-PLCB (Sanchez Trivifo, 2019); sin embargo, dada la
diversidad de isoformas de estas proteinas en el sistema nervioso central (Lee et al., 1992;
Rhee, 2001; The Human Protein Atlas, s. f.; Vines, 2012), surge la necesidad de evaluar

la generalidad y posibles variaciones de los efectos del litio.

Para cumplir ese objetivo era importante entonces desarrollar un primer modelo de
neuronas que utilizan la via de los fosfoinositoles, y que permitiera realizar mediciones en
células aisladas, evitando asi interferencias sinapticas, pero que retuvieran su vialidad
fisiolégica. Como se mostré en los resultados, estos fueron requisitos que se pudieron
cumplir satisfactoriamente, partiendo de un organismo poco utilizado en neurofisiologia
pero que presenta una serie de ventajas practicas. Hubo sin embargo algunos aspectos
gue impusieron cierta dificultad: el reconocimiento preciso de las células de Purkinje
(debido a alteraciones morfologicas que inevitablemente sufren durante el proceso de
disociacién), asi como su presencia reducida en el cultivo (ya que constituyen una

subpoblacién minoritaria en comparacion con la gran abundancia de otras clases de
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neuronas del cerebelo). Por lo tanto, resulta pertinente considerar posibles estrategias para

su mejoramiento a futuro.

Un acercamiento que en ciertas instancias ha resultado exitoso para el enriguecimiento de
cultivos celulares a partir de poblaciones mixtas es la inmunopurificacion o
‘immunopanning’. Esta consiste en retener las células blanco en un sustrato al cual se han
conjugado anticuerpos dirigidos contra marcadores especificos de la superficie celular (las
demas células se descartan por lavado). Esta técnica ha sido utilizada para obtener cultivos
enriguecidos de neuronas de Purkinje a partir de ratas (Tjaden et al., 2018) y de ratones
(Baptista et al., 1994) neonatos, con purezas superiores al 90 %. En dichos estudios se
realiz6 un doble procedimiento de immunopanning, el primero para capturar y retirar
células no Purkinje, utilizando un anticuerpo dirigido contra el gangliésido-GD3; y el
segundo para retener especificamente células de Purkinje, usando un anticuerpo contra la

glicoproteina Thy-1.1.

Por supuesto, la implementacién de este método en células de Purkinje obtenidas de pollo
implicaria una reevaluacion de los anticuerpos a usar, teniendo en cuenta variaciones en
la especificidad de la expresion de las proteinas segun la especie. Por ejemplo, utilizando
un anticuerpo contra Thy-1, Sheppard et al. (1988) encontraron una expresion conspicua
de esta glicoproteina en neuronas de Purkinje de pollo a lo largo del desarrollo, sin
embargo, los ensayos de inmunotincién también revelaron marcaje de ciertos elementos

en la capa granular interna, materia blanca y los nucleos cerebelares profundos.

Otro tipo de purificacién se puede realizar mediante el llamado ‘Fluorescence-activated cell
sorting’ (FACS) (Bonner et al., 1972) en un citdbmetro de flujo, para el cual se requiere de
algun marcador y un reportero fluorescente. Igual al caso anterior, el marcador podria ser
una proteina de la superficie de membrana y su reportero un anticuerpo fluorescente. Sin
embargo, otra forma es logrando que las células blanco expresen un reportero fluorescente
bajo la regulacién de promotores especificos. Esta aproximacion fue explorada por
Tomomura et al. (2001), quienes crearon ratones transgénicos que expresaban la proteina
verde fluorescente (GFP) bajo el control del promotor L7; el cual regula innatamente la
expresion de la proteina 2 (PCP2), exclusiva de las células de Purkinje en el cerebelo

(Vandaele et al., 1991). La seleccion por FACS de células GFP positivas permitié obtener



Discusion 55

fracciones con una pureza del 94% de neuronas de Purkinje (Vandaele et al., 1991). Esta
estrategia ofrece entonces una doble ventaja, pues permite tanto la purificacién del cultivo
como la confirmacion de su identidad por microscopia de fluorescencia. Sin embargo,
posee también una gran limitacién que radica en la complejidad técnica de la generacion
de animales o embriones transgénicos; y que de hecho posee retos adicionales en aves,
debido a factores como su sistema de reproduccién y la presencia de la yema en el huevo
(Bednarczyk et al., 2018).

Los principios sobre los cuales se fundamentan los métodos de purificacion mencionados
admiten variantes. Por ejemplo, Wagner et al. (2011) lograron la expresion de reporteros
en neuronas de Purkinje bajo el control de un promotor especifico, pero sin requerir la
generacion de animales transgénicos. La estrategia consistié en la ‘nucleofeccion’ (método
de transfeccién basado en electroporacion, que permite el ingreso de acidos nucleicos al
nucleo) del disgregado celular completo, con plasmidos de ADN que contenian el promotor
L7 y la secuencia para la expresion de mGFP (entre otras proteinas); este proceso fue
llevado a cabo justo antes del plateo de las células. De esta manera se logré obtener la
expresion a largo plazo (hasta 13 dias después) de mGFP en casi un 70% de células de

Purkinje (identificadas por inmunofluorescencia contra Calbindina).

Finalmente, otra posible aproximacién para facilitar la identificacion celular seria
recurriendo a la inmunofluorescencia de marcadores extracelulares sobre células vivas.
En la literatura no parecen existir reportes sobre el uso de esta estrategia especificamente
para neuronas de Purkinje, sin embargo, dado el uso de marcadores de superficie de
membrana especificos que se usan en el proceso de immunopanning, en principio,

resultaria viable.

4.2 El cerebelo y las neuronas de Purkinje en el estudio

de la accion terapéutica del litio

La eleccion de las neuronas de Purkinje como un primer modelo celular para el presente
estudio se baso6 en dos aspectos pragméticos, que fueron la abundante presencia de los

elementos de la cascada de sefalizacion de la PLCB, asi como los rasgos morfolégicos
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gue proveen un punto de referencia para su identificacion en cultivo. Sin embargo,
tradicionalmente el cerebelo ha sido reconocido por su papel en funciones motoras
(percepcidn, aprendizaje y control) (Paulin, 1993), lo cual plantea la inquietud de su
relevancia en la psiquiatria, y por ende al estudio de la accién del litio como agente

terapéutico para el trastorno bipolar.

No obstante, desde hace unas décadas el cerebelo ha sido involucrado crecientemente en
procesos emocionales y cognitivos (Schmahmann, 2019; Schutter & van Honk, 2005).
Parte de la evidencia proviene de estudios clinicos que han reportado, por ejemplo, que
pacientes con lesiones en el cerebelo, principalmente el vermis, presentan déficits en la
regulacion de sus emociones, manifestando comportamientos como impulsividad,
desinhibicién, ansiedad, entre otros (Schmahmann et al., 2007). En apoyo de los hallazgos
clinicos también hay evidencia de estudios que utilizando imagenes de resonancia
magnética funcional (fMRI) han mostrado que las emociones bésicas de felicidad, ira,
miedo, desagrado y tristeza, evocan patrones de actividad en regiones particulares, y en
algunos casos sobrelapantes (por ejemplo, miedo e ira, felicidad y tristeza) del vermis y
paravermis de ambos hemisferios cerebelares (Baumann & Mattingley, 2012).

Mas especificamente, cambios estructurales y en la expresion de ciertas moléculas en el
cerebelo han sido correlacionados con el trastorno bipolar. En pacientes bipolares se ha
registrado una reduccion en el volumen o densidad de la materia gris cortical del cerebelo,
particularmente en el vermis (Kim et al., 2013; Mills et al., 2005); asi como de la materia
blanca (Mahon et al., 2009). Por otro lado, cerebelos post mortem de pacientes con
trastorno bipolar mostraron una reduccion del 20% en la densidad linear de las neuronas
de Purkinje (Maloku et al., 2010). Esta disminucion fue asociada a la expresion reducida
de relina (reelin), una proteina importante tanto para el desarrollo como la funcién sinaptica
adulta de las neuronas de Purkinje, y de la cual se ha evidenciado una disminucién de
hasta el 50% en pacientes con trastorno bipolar (Guidotti et al., 2000; Maloku et al., 2010).
Otra molécula que ha mostrado una reduccion significativa en el trastorno bipolar es la
descarboxilasa de acido glutamico (GAD), una enzima fundamental en la conversion de

glutamato a acido y-aminobutirico (GABA) (Fatemi et al., 2005).
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Teniendo en cuenta que las neuronas de Purkinje (GABAérgicas) constituyen el Unico
output de la corteza cerebelar, los roles del cerebelo en la emocion y su relacion con el
trastorno bipolar las convierte en un elemento relevante para el estudio de la accién
terapéutica del litio. El presente estudio corresponde apenas a una primera aproximacion
de un objetivo ambicioso que consistiria en la caracterizacion del efecto del litio sobre los
distintos tipos celulares del sistema nervioso central que hacen uso de la cascada de la
PLCp con diferentes combinaciones de sus elementos clave de sefalizacion (proteinas G
y fosfolipasas C) y que han sido asociadas, o hacen parte de regiones, con funciones

cognitivas y emocionales.

Entre ellas, la corteza prefrontal es una regién del cerebro implicada en funciones
ejecutivas, la personalidad y la conducta (Yang & Raine, 2009) y ha mostrado ser una zona
que presenta reducciones de la densidad celular en el trastorno bipolar (Lépez-Larson et
al., 2002; Rajkowska et al., 2001). Uno de los tipos de células afectadas son las células
piramidales de las capas Il y V (Rajkowska et al., 2001), las cuales expresan altos niveles
de receptores serotoninérgicos de la clase 5-HT2. Estos receptores estan acoplados a la

via de la PLC[ (Day et al., 2002) y son un blanco de drogas antisicéticas y antidepresivas

Otra regién del cerebro que resulta atractiva para el estudio de la accién del litio es el
hipocampo, debido a que, a pesar de su rol reconocido primordialmente en el aprendizaje
y la memoria, también existen estudios que han asociado al trastorno bipolar con
anormalidades en la estructura y funcion del hipocampo (Frey et al., 2007). Ademas,
mediante un estudio de resonancia magnética tridimensional en pacientes con trastorno
bipolar tratados con litio, Stout et al. (2020) encontraron que el hipocampo izquierdo era
una zona que presentaba acumulacién preferencial de litio de manera consistente. Un
posible tipo de neuronas candidato serian las células piramidales de la regién CA1 pues
presentan la via de la PLC acoplada a receptores metabotrépicos de glutamato (Lujan et
al., 1996; Reyes-Harde & Stanton, 1998; Taufiq et al., 2005).

Una estructura cerebral clave seria también la amigdala, de la cual se ha conocido por
largo tiempo su importancia en la conducta y la emocién, como en el condicionamiento del

miedo (Davis, 1992), el reconocimiento de emociones (Adolphs et al., 1994), y en general,
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el procesamiento tanto de emociones negativas como positivas (Baxter & Murray, 2002;
Weymar & Schwabe, 2016). También ha sido asociada con la accion terapéutica del litio,
por ejemplo, en pacientes con trastorno bipolar, el tratamiento con litio ha mostrado
frecuentemente correlacionarse con incrementos en el volumen de la amigdala (Foland et
al., 2008; Sani et al., 2018; Usher et al., 2010). Posibles blancos celulares podrian ser las
neuronas piramidales de la amigdala lateral, ya que en ellas la cascada de la PLC esta
acoplada a receptores metabotropicos de glutamato del grupo 1 (Faber et al., 2006;
Watanabe et al., 1998), que han sido implicados en procesos de plasticidad sinaptica y el
condicionamiento miedo (Fendt & Schmid, 2002; Rodrigues et al., 2002).

4.3 El uso de litio agudo y su concentracion

Resulta pertinente considerar dos aspectos sobre el uso del litio en el presente estudio,
siendo el primero de ellos la exposicion aguda. Como se menciond previamente, los
efectos terapéuticos del litio suelen tomar varios dias para manifestarse a plenitud (Malhi
& Tanious, 2011), mientras que los efectos fisioldgicos aqui reportados resultan de una

exposicion cercana a los diez minutos.

Sobre este aspecto es importante considerar la cinética de la biodisponibilidad del litio en
Su uso sistémico. Tras la ingesta Unica de preparaciones de liberacion rapida, el litio
alcanza un pico en la concentracion plasmatica pasadas 1-6 horas (Malhi & Tanious, 2011).
Sin embargo, suministrado de manera crénica, se observa un incremento fluctuante en el
plasma y toma dias en alcanzar niveles estables. Es importante recalcar que la
concentracion efectiva a la cual son expuestas las neuronas del cerebro no es la del
plasma sino la de los fluidos intersticiales en el cerebro, y que la cinética de ese aumento
en niveles del litio resulta ser aun mas lenta (Renshaw & Wicklund, 1988). Este lento
incremento podria ser, al menos para la manifestacion de ciertos efectos, un factor
causante de la necesidad de exposiciones prolongadas de litio administrado por via
convencional. En cambio, en el presente estudio la aplicacion era directa a las células
blanco, obviando esa demora. En soporte de esta nocion, Wang & Friedman (1999)
mostraron que la administracion sistémica de litio a ratas por seis semanas producia una

disminucion en la union de GTPyS a proteinas Gas, Gai, Gao y Gaq, y este efecto no se
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obtuvo con tratamientos de una semana; sin embargo, un resultado semejante fue obtenido
mediante ensayos in vitro con exposicion aguda y directa de las células a litio entre el 0.5
y 2 mM.

El segundo elemento relevante concierne a la concentracién de litio utilizada en este
estudio, que fue de 10 mM. Para propdésitos terapéuticos se ha reportado que los valores
‘Optimos’ en el plasma sanguineo se encuentran entre los 0.6 y 1.2 mM (Grunze et al.,
2018); pero dicho monitoreo se realiza convencionalmente 12 h después de la dltima dosis
(Malhi et al., 2017). Debido a que el litio se administra en dosis espaciadas en el tiempo,
es inevitable que las concentraciones plasmaticas sufran variaciones temporales, y que los
valores reportados estén cercanos al limite inferior. De hecho, se ha encontrado que
pueden ocurrir fluctuaciones que alcanzan transitoriamente hasta el doble del ‘Gptimo’
nominal (Amdisen, 1978). Nuevamente, resulta de mayor importancia la concentracion de
litio que alcanzan los fluidos que bafian a las neuronas en el cerebro. Distintos estudios
gue han usado técnicas como espectroscopia de resonancia magnética, o en los que se
ha medido la concentracién de litio en el fluido cerebroespinal (CSF), han encontrado
valores usualmente menores a los que se encuentran en el plasma, a una razén que suele
estar entre 0.4 y 0.8 (Soares et al., 2000); pero también se han reportado razones

superiores de hasta 1.3, registradas a las 48 horas postingesta (Plenge et al., 1994).

Finalmente, un factor critico es la internalizacion del litio en la célula, ya que la modulacion
de la sefalizacién por fosfoinositoles involucra un sitio de accién intracelular. El litio, por
ser un ion, posee una muy baja permeabilidad en la fase lipidica de la membrana, asi que
su influjo depende de la actividad de proteinas como canales de sodio (Nikolakopoulos et
al., 1998), el intercambiador Na*/H*, o el cotransportador Na*/K*/CI (Luo et al., 2018); esta
actividad, ademas, varia en el tiempo y entre células, e implica flujos molares muy
modestos. Siendo asi, debido a que la exposicion a litio en el presente estudio duraba
pocos minutos, es posible que intracelularmente se alcanzaran concentraciones
comparables a los niveles obtenidos mediante la administracion crénica en dosis
terapéuticas. El panorama se complejiza ulteriormente ante el reporte de la acumulacién
preferencial de litio en distintas zonas del cerebro de personas con tratamiento crénico de

litio (Smith et al., 2018; Stout et al., 2020). Se puede contemplar que algunas neuronas
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experimenten niveles muy superiores a los que comunmente se asume. A la luz de estas
consideraciones la concentracién extracelular empleada en nuestros ensayos agudos
podria no implicar una gran discrepancia en cuanto a los niveles efectivos que se podrian
alcanzar transitoriamente en las neuronas, comparados con lo que ocurriria en el uso

clinico de litio.

4.4 Las neuronas de Purkinje presentan patrones

diferenciales de expresidon de proteinas

En los estudios previos, usando lineas celulares las cuales expresan una sola isoforma de
las proteinas Gq y PLCPB, se observd consistentemente potenciacion de las respuestas
fisiologicas en presencia de litio. La variabilidad molecular de las proteinas Gqy PLCB y
su expresion diferencial en distintos tipos de células plantea la posibilidad de mdultiples
efectos del litio sobre las respuestas mediadas por la via de la PLCB dependiendo del tipo
neuronal. En el presente estudio la exposicion aguda a litio mostrd efectos tanto de
potenciacién como de supresion sobre la respuesta de movilizacion de calcio dependiente
de la cascada de la PLC. Esto puede resultar inesperado ya que se trataba de células que
fueron identificadas como pertenecientes a un mismo tipo celular: neuronas de Purkinje.
Sin embargo, es preciso enfatizar que las neuronas de Purkinje se clasifican segun su
morfologia y disposicién en la corteza del cerebelo, pero podrian presentar una variabilidad
molecular tal que diera paso a efectos contrastantes de litio. En concordancia con esta
nocion, se ha reportado que las neuronas de Purkinje exhiben variaciones regionales en
la expresién de ciertas proteinas, como es el caso ampliamente documentado de la enzima
aldolasa C, o zebrina Il (Ahn et al., 1994). Esta enzima se expresa Unicamente en ciertas
subpaoblaciones de neuronas de Purkinje, formando un patrén reproducible de franjas
parasagitales a lo largo del cerebelo, con alternancia entre bandas inmunopositivas e

inmunonegativas (Brochu et al., 1990).

El patrén de expresion de la zebrina Il se ha correlacionado notablemente con las vias
aferentes y eferentes de las neuronas de Purkinje. Segun las franjas de zebrina, las
neuronas de Purkinje reciben proyecciones de subnucleos especificos de la oliva inferior

(Sugihara & Shinoda, 2004) y asi mismo, envian proyecciones a subdivisiones particulares
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de los nucleos cerebelares profundos (Sugihara, 2011). A nivel funcional, el patrén de
zebrina se ha asociado con la actividad eléctrica de las neuronas de Purkinje. Por ejemplo,
la excitabilidad intrinseca es mayor en neuronas de Purkinje zebrina-negativas (Nguyen-
Minh et al., 2020), y la frecuencia de disparo de potenciales simples y complejos es menor

en neuronas de Purkinje zebrina-positivas (Zhou et al., 2014).

De especial relevancia para los hallazgos del presente estudio, la presencia de zebrina en
las neuronas de Purkinje correlaciona con la expresidon de proteinas que hacen parte de la
cascada de los fosfoinositoles (Zhou et al., 2014). Este es el caso del receptor mGIluR1b
(Mateos et al., 2001), la PLCB3 y B4 (Marzban et al., 2007; Sarna et al., 2006) y la PKC-6
(Barmack et al., 2000). Mas especificamente, en el cerebelo de raton las bandas de
expresion de la PLCB3 y la PLCB4 coinciden respectivamente con aquellas que son
inmunopositivas e inmunonegativas para zebrina Il (Sarna et al., 2006). Esto ocurre a pesar
de la diferencia temporal de su expresion en las neuronas de Purkinje, ya que, por ejemplo,
mientras la expresion de zebrina Il inicia postnatalmente (Tano et al., 1992), la PLCB4 es
inmunodetectable desde estadios embrionarios y permanece después del nacimiento
(Marzban et al., 2007). La expresion en bandas de estas proteinas, como es el caso de la
zebrina Il, ha mostrado ser una caracteristica del cerebelo de varios vertebrados (Brochu
et al., 1990; Pakan et al., 2007; Sillitoe et al., 2005). Esto incluye al pollo, en el cual se ha
evidenciado la expresion de zebrina Il y de PLCB4 en franjas complementarias, un patron

similar al encontrado en mamiferos (Marzban et al., 2010).

A la luz de esta evidencia se sugiere que los efectos diferenciales del litio podrian deberse
a variaciones moleculares en las neuronas de Purkinje. Siendo asi, la congruencia entre
estos patrones de expresiéon moleculares y las eferencias cerebelares abren las puertas a
gue efectos del litio en las neuronas de Purkinje (Unica via de salida de la corteza cerebelar)
repercutan de manera diferencial sobre distintas zonas del sistema nervioso que reciben
sus proyecciones. Por lo tanto, resulta deseable que a futuro se pueda establecer un
modelo de estudio del efecto de litio sobre neuronas de Purkinje que sean identificadas
respecto a la expresion de los elementos especificos de la cascada que han mostrado una

expresion diferencial.
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En resumen, en este estudio inicial con miras a extrapolar a neuronas primarias los efectos
fisiologicos de la exposicidon aguda a litio previamente documentados en lineas celulares,
fue posible: (1) Desarrollar, usando un organismo experimental no convencional, un primer
modelo de cultivo de neuronas cerebrales que incluye células en las cuales figura de una
manera prominente la cascada de la PLC. (II) Demostrar su viabilidad, y la posibilidad de
llevar a cabo ensayos fisiologicos a nivel de células individuales, en ausencia de
interacciones sindpticas. (lll) Documentar una accién del litio en la movilizacién de calcio
dependiente de la activacion de receptores metabotropicos acoplados a Gg/PLC. (IV)
Apoyar la conjetura de que la diversidad molecular de esta via de sefalizacion puede
originar un patrén complejo de efectos diferenciales del litio en distintas células. (V)
Respaldar el planteamiento inicial acerca de la necesidad de explorar, a futuro, neuronas
blanco obtenidas de diferentes areas del cerebro para detallar de una manera sistematica
el abanico de acciones del litio. Al igual que en toda investigacion exploratoria, muchas son
las nuevas preguntas que surgen, pero se vislumbran opciones prometedoras para
abordarlas de una manera sistematica, valiéndose de las poderosas herramientas
moleculares que se han desarrollado.
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5.Conclusiones

1. Fue posible implementar un primer modelo de cultivo de neuronas cerebelares de
embrion de pollo, en el cual, se pudieron encontrar células cuyas caracteristicas
morfolégicas y respuestas fisiologicas sugieren su posible identidad como neuronas de
Purkinje.

2. Las neuronas seleccionadas como neuronas de Purkinje presentaban corrientes de
accion en respuesta a la estimulacion por despolarizacion, cumpliendo asi con un criterio

bésico de viabilidad fisiologica.

3. La estimulacién con quisquilato produjo la generacion de corrientes de entrada y la
movilizacion de calcio intracelular susceptible a la inhibicion de la PLC. Estas respuestas
corroboran la presencia de los elementos de la cascada de sefializacién de la PLC en las

células evaluadas.

4. La exposicién aguda a litio al 210 mM produjo reduccion de la respuesta de movilizacién
de calcio intracelular evocada por quisquilato en la mayoria de neuronas de Purkinje. Sin

embargo, en un caso el efecto fue de potenciacion.

5. La variabilidad molecular de las neuronas de Purkinje abre la posibilidad de que esta
sea la causa de los efectos moduladores opuestos del litio, por lo cual se sugiere tener en

cuenta este factor en futuros estudios sobre este mismo tipo de células.



64 Bibliografia

Bibliografia

Ache, B. W., & Young, J. M. (2005). Olfaction: Diverse Species, Conserved Principles.
Neuron, 48(3), 417-430. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2005.10.022

Aiba, A., Kano, M., Chen, C., Stanton, M. E., Fox, G. D., Herrup, K., Zwingman, T. A., &
Tonegawa, S. (1994). Deficient cerebellar long-term depression and impaired motor
learning in MGIUR1 mutant mice. Cell, 79(2), 377-388.

Akar, S., & Sur, E. (2010). The development of chicken cerebellar cortex and the
determination of AQNOR activity of the Purkinje cell nuclei. Belgian Journal of Zoology,
140.

Allison, J. H., & Stewart, M. A. (1971). Reduced brain inositol in lithium-treated rats.
Nature: New Biology, 233(43), 267-268. https://doi.org/10.1038/newbio233267a0

Aloulou, A., Rahier, R., Arhab, Y., Noiriel, A., & Abousalham, A. (2018). Phospholipases:
An Overview. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 1835, 69-105.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-8672-9_3

Angueyra, J. M., Pulido, C., Malagén, G., Nasi, E., & Gomez, M. del P. (2012).
Melanopsin-Expressing Amphioxus Photoreceptors Transduce Light via a Phospholipase
C Signaling Cascade. PLoS ONE, 7(1), e29813.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0029813

Ardeshiri, A., Kelley, M. H., Korner, I. P., Hurn, P. D., & Herson, P. S. (2006). Mechanism
of progesterone neuroprotection of rat cerebellar Purkinje cells following oxygen—glucose
deprivation. European Journal of Neuroscience, 24(9), 2567-2574.
https://doi.org/10.1111/j.1460-9568.2006.05142.x

Arora, M. (2013). Cell Culture Media: A Review. MATER METHODS, 3(175), 24.
https://doi.org///dx.doi.org/10.13070/mm.en.3.175



Bibliografia 65

Audinat, E., Knopfel, T., & Gahwiler, B. H. (1990). Responses to excitatory amino acids of
Purkinje cells’ and neurones of the deep nuclei in cerebellar slice cultures. The Journal of
Physiology, 430, 297-313. https://doi.org/10.1113/jphysiol.1990.sp018292

Avissar, S., Murphy, D. L., & Schreiber, G. (1991). Magnesium reversal of lithium
inhibition of beta-adrenergic and muscarinic receptor coupling to G proteins. Biochemical
Pharmacology, 41(2), 171-175. https://doi.org/10.1016/0006-2952(91)9047 3-i

Avissar, S., & Schreiber, G. (1992). The involvement of guanine nucleotide binding
proteins in the pathogenesis and treatment of affective disorders. Biological Psychiatry,
31(5), 435-459. https://doi.org/10.1016/0006-3223(92)90257-z

Avissar, S., Schreiber, G., Danon, A., & Belmaker, R. H. (1988). Lithium inhibits
adrenergic and cholinergic increases in GTP binding in rat cortex. Nature, 331(6155),
440-442. https://doi.org/10.1038/331440a0

Béez-Becerra, C., Filipello, F., Sandoval-Hernandez, A., Arboleda, H., & Arboleda, G.
(2018). Liver X Receptor Agonist GW3965 Regulates Synaptic Function upon Amyloid
Beta Exposure in Hippocampal Neurons. Neurotoxicity Research, 33(3), 569-579.
https://doi.org/10.1007/s12640-017-9845-3

Baptista, C. A., Hatten, M. E., Blazeski, R., & Mason, C. A. (1994). Cell-cell interactions
influence survival and differentiation of purified Purkinje cells in vitro. Neuron, 12(2), 243-
260. https://doi.org/10.1016/0896-6273(94)90268-2

Bastianelli, E., & Pochet, R. (1993). Transient expression of calretinin during development
of chick cerebellum. Comparison with calbindin-D28k. Neuroscience Research, 17(1), 53-
61. https://doi.org/10.1016/0168-0102(93)90029-p

Batchelor, A. M., Madge, D. J., & Garthwaite, J. (1994). Synaptic activation of
metabotropic glutamate receptors in the parallel fibre-Purkinje cell pathway in rat
cerebellar slices. Neuroscience, 63(4), 911-915. https://doi.org/10.1016/0306-
4522(94)90558-4

Bearden, C. E., Thompson, P. M., Dalwani, M., Hayashi, K. M., Lee, A. D., Nicoletti, M.,
Trakhtenbroit, M., Glahn, D. C., Brambilla, P., Sassi, R. B., Mallinger, A. G., Frank, E.,
Kupfer, D. J., & Soares, J. C. (2007). Greater cortical gray matter density in lithium-
treated patients with bipolar disorder. Biological Psychiatry, 62(1), 7-16.
https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2006.10.027

Berk, M., Dodd, S., Kauer-Sant’anna, M., Malhi, G. S., Bourin, M., Kapczinski, F., &
Norman, T. (2007). Dopamine dysregulation syndrome: Implications for a dopamine
hypothesis of bipolar disorder. Acta Psychiatrica Scandinavica. Supplementum, 434, 41-
49. https://doi.org/10.1111/j.1600-0447.2007.01058.x



66 Bibliografia

Berridge, M. J., Downes, C. P., & Hanley, M. R. (1989). Neural and developmental
actions of lithium: A unifying hypothesis. Cell, 59(3), 411-419.
https://doi.org/10.1016/0092-8674(89)90026-3

Berridge, M. J., & Irvine, R. F. (1984). Inositol trisphosphate, a novel second messenger
in cellular signal transduction. Nature, 312(5992), 315-321.
https://doi.org/10.1038/312315a0

Bertossi, M., Roncali, L., Mancini, L., Ribatti, D., & Nico, B. (1986). Process of
differentiation of cerebellar Purkinje neurons in the chick embryo. Anatomy and
Embryology, 175(1), 25-34. https://doi.org/10.1007/BF00315453

Beurel, E., & Jope, R. S. (2006). The paradoxical pro- and anti-apoptotic actions of GSK3
in the intrinsic and extrinsic apoptosis signaling pathways. Progress in Neurobiology,
79(4), 173-189. https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2006.07.006

Bezprozvanny, L., Watras, J., & Ehrlich, B. E. (1991). Bell-shaped calcium-response
curves of Ins(1,4,5)P 3—And calcium-gated channels from endoplasmic reticulum of
cerebellum. Nature, 351(6329), 751-754. https://doi.org/10.1038/351751a0

Brorson, J. R., Bleakman, D., Gibbons, S. J., & Miller, R. J. (1991). The properties of
intracellular calcium stores in cultured rat cerebellar neurons. The Journal of
Neuroscience: The Official Journal of the Society for Neuroscience, 11(12), 4024-4043.

Butler-Munro, C., Coddington, E. J., Shirley, C. H., & Heyward, P. M. (2010). Lithium
modulates cortical excitability in vitro. Brain Research, 1352, 50-60.
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2010.07.021

Caraux, A., Kim, N., Bell, S. E., Zompi, S., Ranson, T., Lesjean-Paottier, S., Garcia-Ojeda,
M. E., Turner, M., & Colucci, F. (2006). Phospholipase C-y2 is essential for NK cell
cytotoxicity and innate immunity to malignant and virally infected cells. Blood, 107(3), 994-
1002. https://doi.org/10.1182/blood-2005-06-2428

Carli, M., Anand-Srivastava, M. B., Molina-Holgado, E., Dewar, K. M., & Reader, T. A.
(1994). Effects of chronic lithium treatments on central dopaminergic receptor systems: G
proteins as possible targets. Neurochemistry International, 24(1), 13-22.
https://doi.org/10.1016/0197-0186(94)90124-4

Casebolt, T. L., & Jope, R. S. (1987). Chronic lithium treatment reduces norepinephrine-
stimulated inositol phospholipid hydrolysis in rat cortex. European Journal of
Pharmacology, 140(2), 245-246. https://doi.org/10.1016/0014-2999(87)90813-2

Clapham, D. E. (2007). Calcium Signaling. Cell, 131(6), 1047-1058.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.11.028

Cohen-Cory, S., Dreyfus, C. F., & Black, I. B. (1991). NGF and excitatory
neurotransmitters regulate survival and morphogenesis of cultured cerebellar Purkinje



Bibliografia 67

cells. The Journal of Neuroscience: The Official Journal of the Society for Neuroscience,
11(2), 462-471.

Conquet, F., Bashir, Z. I., Davies, C. H., Daniel, H., Ferraguti, F., Bordi, F., Franz-Bacon,
K., Reggiani, A., Matarese, V., & Condé, F. (1994). Motor deficit and impairment of
synaptic plasticity in mice lacking mGIuR1. Nature, 372(6503), 237-243.
https://doi.org/10.1038/372237a0

Consalez, G. G., Goldowitz, D., Casoni, F., & Hawkes, R. (2020). Origins, Development,
and Compartmentation of the Granule Cells of the Cerebellum. Frontiers in Neural
Circuits, 14, 611841. https://doi.org/10.3389/fncir.2020.611841

Davies, J. A. (2007). Metabotropic Glutamate Receptor Agents. En S. J. Enna & D. B.
Bylund (Eds.), XPharm: The Comprehensive Pharmacology Reference (pp. 1-2). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-008055232-3.60987-0

Dixon, J. F., & Hokin, L. E. (1998). Lithium acutely inhibits and chronically up-regulates
and stabilizes glutamate uptake by presynaptic nerve endings in mouse cerebral cortex.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
95(14), 8363-8368. https://doi.org/10.1073/pnas.95.14.8363

Duran Ferro, S. (2016). Inmunodeteccion de las proteinas de la cascada de
fosfoinositoles en células HEK293 y evaluacién de los efectos del litio sobre corrientes de
membrana activadas por esta via [Tesis de Maestria, Universidad Nacional de Colombia -
Sede Bogotd]. https://repositorio.unal.edu.co/handle/unal/59178

Dzubay, J. A., & Otis, T. S. (2002). Climbing fiber activation of metabotropic glutamate
receptors on cerebellar purkinje neurons. Neuron, 36(6), 1159-1167.
https://doi.org/10.1016/s0896-6273(02)01052-8

Empson, R. M., & Knépfel, T. (2012). Functional integration of calcium regulatory
mechanisms at Purkinje neuron synapses. Cerebellum (London, England), 11(3), 640-
650. https://doi.org/10.1007/s12311-010-0185-6

Faber, E. S. L., Sedlak, P., Vidovic, M., & Sah, P. (2006). Synaptic activation of transient
receptor potential channels by metabotropic glutamate receptors in the lateral amygdala.
Neuroscience, 137(3), 781-794. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2005.09.027

Fain, G. L., Hardie, R., & Laughlin, S. B. (2010). Phototransduction and the Evolution of
Photoreceptors. Current Biology, 20(3), R114-R124.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2009.12.006

Fleming, J. T., He, W., Hao, C., Ketova, T., Pan, F. C., Wright, C. C. V., Litingtung, Y., &
Chiang, C. (2013). The Purkinje Neuron Acts as a Central Regulator of Spatially and



68 Bibliografia

Functionally Distinct Cerebellar Precursors. Developmental Cell, 27(3), 278-292.
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2013.10.008

Foelix, R. F., & Oppenheim, R. (1974). The development of synapses in the cerebellar
cortex of the chick embryo. Journal of Neurocytology, 3(3), 277-294.
https://doi.org/10.1007/BF01097914

Forsythe, I. D., Lambert, D. G., Nahorski, S. R., & Lindsdell, P. (1992). Elevation of
cytosolic calcium by cholinoceptor agonists in SH-SY5Y human neuroblastoma cells:
Estimation of the contribution of voltage-dependent currents. British Journal of
Pharmacology, 107(1), 207-214. https://doi.org/10.1111/j.1476-5381.1992.tb14488.x

Fountoulakis, K. N., Vieta, E., Sanchez-Moreno, J., Kaprinis, S. G., Goikolea, J. M., &
Kaprinis, G. S. (2005). Treatment guidelines for bipolar disorder: A critical review. Journal
of Affective Disorders, 86(1), 1-10. https://doi.org/10.1016/j.jad.2005.01.004

Fujishima, K., Horie, R., Mochizuki, A., & Kengaku, M. (2012). Principles of branch
dynamics governing shape characteristics of cerebellar Purkinje cell dendrites.
Development, 139(18), 3442-3455. https://doi.org/10.1242/dev.081315

Fujishima, K., Kawabata Galbraith, K., & Kengaku, M. (2018). Dendritic Self-Avoidance
and Morphological Development of Cerebellar Purkinje Cells. Cerebellum (London,
England), 17(6), 701-708. https://doi.org/10.1007/s12311-018-0984-8

Fukami, K., Inanobe, S., Kanemaru, K., & Nakamura, Y. (2010). Phospholipase C is a key
enzyme regulating intracellular calcium and modulating the phosphoinositide balance.
Progress in Lipid Research, 49(4), 429-437. https://doi.org/10.1016/j.plipres.2010.06.001

Fukumoto, T., Morinobu, S., Okamoto, Y., Kagaya, A., & Yamawaki, S. (2001). Chronic
lithium treatment increases the expression of brain-derived neurotrophic factor in the rat
brain. Psychopharmacology, 158(1), 100-106. https://doi.org/10.1007/s002130100871

Furuya, S., Makino, A., & Hirabayashi, Y. (1998). An improved method for culturing
cerebellar Purkinje cells with differentiated dendrites under a mixed monolayer setting.
Brain Research. Brain Research Protocols, 3(2), 192-198. https://doi.org/10.1016/s1385-
299x(98)00040-3

Geddes, J. R., & Miklowitz, D. J. (2013). Treatment of bipolar disorder. The Lancet,
381(9878), 1672-1682. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(13)60857-0

Giussani, D. A., Salinas, C. E., Villena, M., & Blanco, C. E. (2007). The role of oxygen in
prenatal growth: Studies in the chick embryo. The Journal of Physiology, 585(Pt 3), 911-
917. https://doi.org/10.1113/jphysiol.2007.141572

Godfrey, P. P., McClue, S. J., White, A. M., Wood, A. J., & Grahame-Smith, D. G. (1989).
Subacute and chronic in vivo lithium treatment inhibits agonist- and sodium fluoride-
stimulated inositol phosphate production in rat cortex. Journal of Neurochemistry, 52(2),
498-506. https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.1989.tb09148.x



Bibliografia 69

Gomez, L. C., Kawaguchi, S.-Y., Collin, T., Jalil, A., Gomez, M. D. P., Nasi, E., Marty, A.,
& Llano, I. (2020). Influence of spatially segregated IP3-producing pathways on spike
generation and transmitter release in Purkinje cell axons. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 117(20), 11097-11108.
https://doi.org/10.1073/pnas.2000148117

Grande, |, Berk, M., Birmaher, B., & Vieta, E. (2016). Bipolar disorder. The Lancet,
387(10027), 1561-1572. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(15)00241-X

Grimes, C. A., & Jope, R. S. (2001). The multifaceted roles of glycogen synthase kinase
3beta in cellular signaling. Progress in Neurobiology, 65(4), 391-426.
https://doi.org/10.1016/s0301-0082(01)00011-9

Grunze, H., Vieta, E., Goodwin, G. M., Bowden, C., Licht, R. W., Azorin, J.-M., Yatham,
L., Mosolov, S., Mdller, H.-J., Kasper, S., & Members of the WFSBP Task Force on
Bipolar Affective Disorders Working on this topic. (2018). The World Federation of
Societies of Biological Psychiatry (WFSBP) Guidelines for the Biological Treatment of
Bipolar Disorders: Acute and long-term treatment of mixed states in bipolar disorder. The
World Journal of Biological Psychiatry: The Official Journal of the World Federation of
Societies of Biological Psychiatry, 19(1), 2-58.
https://doi.org/10.1080/15622975.2017.1384850

Hallcher, L. M., & Sherman, W. R. (1980). The effects of lithium ion and other agents on
the activity of myo-inositol-1-phosphatase from bovine brain. The Journal of Biological
Chemistry, 255(22), 10896-10901.

Hamburger, V., & Hamilton, H. L. (1951). A series of normal stages in the development of
the chick embryo. Journal of Morphology, 88(1), 49-92.
https://doi.org/10.1002/jmor.1050880104

Harrison, P. J., Geddes, J. R., & Tunbridge, E. M. (2018). The Emerging Neurobiology of
Bipolar Disorder. Trends in Neurosciences, 41(1), 18-30.
https://doi.org/10.1016/j.tins.2017.10.006

Hartmann, J., & Konnerth, A. (2009). Mechanisms of metabotropic glutamate receptor-
mediated synaptic signalling in cerebellar Purkinje cells. Acta Physiologica, 195(1), 79-90.
https://doi.org/10.1111/j.1748-1716.2008.01923.x

Heintz, T. G., Eva, R., & Fawcett, J. W. (2016). Regional Regulation of Purkinje Cell
Dendritic Spines by Integrins and Eph/Ephrins. PLOS ONE, 11(8), e0158558.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0158558

Hibar, D. P., Westlye, L. T., Doan, N. T., Jahanshad, N., Cheung, J. W., Ching, C. R. K,
Versace, A., Bilderbeck, A. C., Uhlmann, A., Mwangi, B., Kramer, B., Overs, B., Hartberg,
C. B, Abé, C., Dima, D., Grotegerd, D., Sprooten, E., Bgen, E., Jimenez, E., ...



70 Bibliografia

Andreassen, O. A. (2018). Cortical abnormalities in bipolar disorder: An MRI analysis of
6503 individuals from the ENIGMA Bipolar Disorder Working Group. Molecular
Psychiatry, 23(4), 932-942. https://doi.org/10.1038/mp.2017.73

Hibar, D. P., Westlye, L. T., van Erp, T. G. M., Rasmussen, J., Leonardo, C. D.,
Faskowitz, J., Haukvik, U. K., Hartberg, C. B., Doan, N. T., Agartz, I., Dale, A. M., Gruber,
O., Kramer, B., Trost, S., Liberg, B., Abé, C., Ekman, C. J., Ingvar, M., Landén, M., ...
Andreassen, O. A. (2016). Subcortical volumetric abnormalities in bipolar disorder.
Molecular Psychiatry, 21(12), 1710-1716. https://doi.org/10.1038/mp.2015.227

Hilgemann, D. W. (2007). On the physiological roles of PIP2 at cardiac Na+—Ca2+
exchangers and KATP channels: A long journey from membrane biophysics into cell
biology. The Journal of Physiology, 582(Pt 3), 903-909.
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2007.132746

Hinoi, E., Ogita, K., Takeuchi, Y., Ohashi, H., Maruyama, T., & Yoneda, Y. (2001).
Characterization with [3H]quisqualate of group | metabotropic glutamate receptor subtype
in rat central and peripheral excitable tissues. Neurochemistry International, 38(3), 277-
285. https://doi.org/10.1016/s0197-0186(00)00075-9

Hirano, T. (2018). Regulation and Interaction of Multiple Types of Synaptic Plasticity in a
Purkinje Neuron and Their Contribution to Motor Learning. Cerebellum (London,
England), 17(6), 756-765. https://doi.org/10.1007/s12311-018-0963-0

Hirano, T., & Hagiwara, S. (1989). Kinetics and distribution of voltage-gated Ca, Na and K
channels on the somata of rat cerebellar Purkinje cells. Pflugers Archiv: European Journal
of Physiology, 413(5), 463-469. https://doi.org/10.1007/BF00594174

Hockberger, P. E., Tseng, H. Y., & Connor, J. A. (1989a). Development of rat cerebellar
Purkinje cells: Electrophysiological properties following acute isolation and in long-term
culture. The Journal of Neuroscience: The Official Journal of the Society for
Neuroscience, 9(7), 2258-2271.

Hockberger, P. E., Tseng, H. Y., & Connor, J. A. (1989b). Development of rat cerebellar
Purkinje cells: Electrophysiological properties following acute isolation and in long-term
culture. The Journal of Neuroscience: The Official Journal of the Society for
Neuroscience, 9(7), 2258-2271.

Huang, C.-L. (2007). Complex roles of PIP2 in the regulation of ion channels and
transporters. American Journal of Physiology. Renal Physiology, 293(6), F1761-1765.
https://doi.org/10.1152/ajprenal.00400.2007

Hurowitz, E. H., Melnyk, J. M., Chen, Y.-J., Kouros-Mehr, H., Simon, M. I., & Shizuya, H.
(2000). Genomic Characterization of the Human Heterotrimeric G Protein a, 8, and y
Subunit Genes. DNA Research, 7(2), 111-120. https://doi.org/10.1093/dnares/7.2.111



Bibliografia 71

Hussain, S., Gardner, C. R., Bagust, J., & Walker, R. J. (1991). Receptor sub-types
involved in responses of Purkinje cell to exogenous excitatory amino acids and local
electrical stimulation in cerebellar slices in the rat. Neuropharmacology, 30(10), 1029-
1037. https://doi.org/10.1016/0028-3908(91)90130-4

Ichise, T., Kano, M., Hashimoto, K., Yanagihara, D., Nakao, K., Shigemoto, R., Katsuki,
M., & Aiba, A. (2000). MGIUR1 in Cerebellar Purkinje Cells Essential for Long-Term
Depression, Synapse Elimination, and Motor Coordination. Science, 288(5472), 1832-
1835. https://doi.org/10.1126/science.288.5472.1832

Ito, M. (1987). Signal processing in cerebellar Purkinje cells. Physiologia Bohemoslovaca,
36(3), 203-216.

Ito, M. (2001). Cerebellar Long-Term Depression: Characterization, Signal Transduction,
and Functional Roles. Physiological Reviews, 81(3), 1143-1195.
https://doi.org/10.1152/physrev.2001.81.3.1143

Ito, M. (2002). Historical review of the significance of the cerebellum and the role of
Purkinje cells in motor learning. Annals of the New York Academy of Sciences, 978, 273-
288. https://doi.org/10.1111/j.1749-6632.2002.tb07574.x

Ito, M., & Karachot, L. (1990). Messengers mediating long-term desensitization in
cerebellar Purkinje cells. Neuroreport, 1(2), 129-132. https://doi.org/10.1097/00001756-
199010000-00012

Itsuki, K., Imai, Y., Hase, H., Okamura, Y., Inoue, R., & Mori, M. X. (2014). PLC-mediated
PI(4,5)P2 hydrolysis regulates activation and inactivation of TRPC6/7 channels. The
Journal of General Physiology, 143(2), 183-201. https://doi.org/10.1085/jgp.201311033

Jeffrey, P. L., Meaney, J., Tolhurst, O., & Weinberger, R. P. (1996). Epigenetic factors
controlling the development of avian Purkinje neurons. Journal of Neuroscience Methods,
67(2), 163-175.

Jope, R. S. (1999). Anti-bipolar therapy: Mechanism of action of lithium. Molecular
Psychiatry, 4(2), 117-128. https://doi.org/10.1038/sj.mp.4000494

Jope, R. S. (2003). Lithium and GSK-3: One inhibitor, two inhibitory actions, multiple
outcomes. Trends in Pharmacological Sciences, 24(9), 441-443.
https://doi.org/10.1016/S0165-6147(03)00206-2

Jope, R. S., & Williams, M. B. (1994). Lithium and brain signal transduction systems.
Biochemical Pharmacology, 47(3), 429-441. https://doi.org/10.1016/0006-2952(94)90172-
4

Kadamur, G., & Ross, E. M. (2013). Mammalian Phospholipase C. Annual Review of
Physiology, 75(1), 127-154. https://doi.org/10.1146/annurev-physiol-030212-183750



72 Bibliografia

Kandel, E. R., Schwartz, J. H., Jessell, T. M., Siegelbaum, S. A., & Hudspeth, A. J. (Eds.).
(2012). Principles of Neural Science.

Kano, M., & Kato, M. (1987a). Quisqualate receptors are specifically involved in cerebellar
synaptic plasticity. Nature, 325(6101), 276-279. https://doi.org/10.1038/325276a0

Kano, M., & Kato, M. (1987b). Quisqualate receptors are specifically involved in cerebellar
synaptic plasticity. Nature, 325(6101), 276-279. https://doi.org/10.1038/325276a0

Kapfhammer, J. P. (2004). Cellular and molecular control of dendritic growth and
development of cerebellar Purkinje cells. Progress in Histochemistry and Cytochemistry,
39(3), 131-182. https://doi.org/10.1016/j.proghi.2004.07.002

Kendall, D. A., & Nahorski, S. R. (1987). Acute and chronic lithium treatments influence
agonist and depolarization-stimulated inositol phospholipid hydrolysis in rat cerebral
cortex. The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 241(3), 1023-1027.

Kim, D., Jun, K. S,, Lee, S. B., Kang, N.-G., Min, D. S., Kim, Y.-H., Ryu, S. H., Suh, P.-G,,
& Shin, H.-S. (1997). Phospholipase C isozymes selectively couple to specific
neurotransmitter receptors. Nature, 389(6648), 290-293. https://doi.org/10.1038/38508

Kitamura, K., & Kano, M. (2013). Dendritic calcium signaling in cerebellar Purkinje cell.
Neural Networks: The Official Journal of the International Neural Network Society, 47, 11-
17. https://doi.org/10.1016/j.neunet.2012.08.001

Kndpfel, T., Anchisi, D., Alojado, M. E., Tempia, F., & Strata, P. (2000). Elevation of
intradendritic sodium concentration mediated by synaptic activation of metabotropic
glutamate receptors in cerebellar Purkinje cells. The European Journal of Neuroscience,
12(6), 2199-2204. https://doi.org/10.1046/].1460-9568.2000.00122.x

Kndpfel, T., & Grandes, P. (2002). Metabotropic glutamate receptors in the cerebellum
with a focus on their function in Purkinje cells. Cerebellum (London, England), 1(1), 19-26.
https://doi.org/10.1007/BF02941886

Lambert, D. G., & Nahorski, S. R. (1990). Muscarinic-receptor-mediated changes in
intracellular Ca2+ and inositol 1,4,5-trisphosphate mass in a human neuroblastoma cell
line, SH-SY5Y. The Biochemical Journal, 265(2), 555-562.
https://doi.org/10.1042/bj2650555

Landinez Macias, M. P. (2016). Evaluacion fisiologica de los efectos del litio sobre la
movilizacién de calcio intracelular en la linea celular HEK 293 [Tesis de Maestria,
Universidad Nacional de Colombia - Sede Bogot4].
https://repositorio.unal.edu.co/handle/unal/56608

Lee, C. H., Park, D., Wu, D., Rhee, S. G., & Simon, M. |. (1992). Members of the Gq
alpha subunit gene family activate phospholipase C beta isozymes. Journal of Biological
Chemistry, 267(23), 16044-16047.



Bibliografia 73

Lindemann, B. (2001). Receptors and transduction in taste. Nature, 413(6852), 219-225.
https://doi.org/10.1038/35093032

Linden, D. J., Dickinson, M. H., Smeyne, M., & Connor, J. A. (1991). A long-term
depression of AMPA currents in cultured cerebellar Purkinje neurons. Neuron, 7(1), 81-
89. https://doi.org/10.1016/0896-6273(91)90076-c

Linden, D. J., Smeyne, M., & Connor, J. A. (1994). Trans-ACPD, a metabotropic receptor
agonist, produces calcium mobilization and an inward current in cultured cerebellar
Purkinje neurons. Journal of Neurophysiology, 71(5), 1992-1998.
https://doi.org/10.1152/jn.1994.71.5.1992

Livingstone, C., & Rampes, H. (2006). Lithium: A review of its metabolic adverse effects.
Journal of Psychopharmacology, 20(3), 347-355.
https://doi.org/10.1177/0269881105057515

Llano, I., Dreessen, J., Kano, M., & Konnerth, A. (1991). Intradendritic release of calcium
induced by glutamate in cerebellar Purkinje cells. Neuron, 7(4), 577-583.
https://doi.org/10.1016/0896-6273(91)90370-f

Llinas, R., & Sugimori, M. (1980). Electrophysiological properties of in vitro Purkinje cell
somata in mammalian cerebellar slices. The Journal of Physiology, 305, 171-195.

Lydiard, R. B., & Gelenberg, A. J. (1982). Hazards and adverse effects of lithium. Annual
Review of Medicine, 33, 327-344. https://doi.org/10.1146/annurev.me.33.020182.001551

Malhi, G. S., Adams, D., & Berk, M. (2009). Is lithium in a class of its own? A brief profile
of its clinical use. The Australian and New Zealand Journal of Psychiatry, 43(12), 1096-
1104. https://doi.org/10.3109/00048670903279937

Malhi, G. S., & Tanious, M. (2011). Optimal frequency of lithium administration in the
treatment of bipolar disorder: Clinical and dosing considerations. CNS Drugs, 25(4), 289-
298. https://doi.org/10.2165/11586970-000000000-00000

Malhi, G. S., Tanious, M., Das, P., Coulston, C. M., & Berk, M. (2013). Potential
Mechanisms of Action of Lithium in Bipolar Disorder. CNS Drugs, 27(2), 135-153.
https://doi.org/10.1007/s40263-013-0039-0

Marcaggi, P. (2015). Cerebellar endocannabinoids: Retrograde signaling from purkinje
cells. Cerebellum (London, England), 14(3), 341-353. https://doi.org/10.1007/s12311-014-
0629-5

Masana, M. |., Bitran, J. A., Hsiao, J. K., & Potter, W. Z. (1992). In vivo evidence that
lithium inactivates Gi modulation of adenylate cyclase in brain. Journal of Neurochemistry,
59(1), 200-205. https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.1992.tb08891.x



74 Bibliografia

Mathews, R., Li, P. P., Young, L. T., Kish, S. J., & Warsh, J. J. (1997). Increased Gag/11
immunoreactivity in postmortem occipital cortex from patients with bipolar affective
disorder. Biological Psychiatry, 41(6), 649-656. https://doi.org/10.1016/S0006-
3223(96)00113-8

Mayer, M. L., Crunelli, V., & Kemp, J. A. (1984). Lithium ions increase action potential
duration of mammalian neurons. Brain Research, 293(1), 173-177.
https://doi.org/10.1016/0006-8993(84)91466-5

McKay, B. E., & Turner, R. W. (2005). Physiological and morphological development of
the rat cerebellar Purkinje cell. The Journal of Physiology, 567 (Pt 3), 829-850.
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2005.089383

McKnight, R. F., Adida, M., Budge, K., Stockton, S., Goodwin, G. M., & Geddes, J. R.
(2012). Lithium toxicity profile: A systematic review and meta-analysis. The Lancet,
379(9817), 721-728. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(11)61516-X

Meaney, J. A., Balcar, V. J., Rothstein, J. D., & Jeffrey, P. L. (1998). Glutamate transport
in cultures from developing avian cerebellum: Presence of GLT-1 immunoreactivity in
Purkinje neurons. Journal of Neuroscience Research, 54(5), 595-603.
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-4547(19981201)54:5<595::AID-JNR4>3.0.CO;2-Q

Mei, L., Yamamura, H. I., & Roeske, W. R. (1988). Muscarinic receptor-mediated
hydrolysis of phosphatidylinositols in human neuroblastoma (SH-SY5Y) cells is sensitive
to pertussis toxin. Brain Research, 447(2), 360-363. https://doi.org/10.1016/0006-
8993(88)91140-7

Michael, N., Erfurth, A., Ohrmann, P., Gossling, M., Arolt, V., Heindel, W., & Pfleiderer, B.
(2003). Acute mania is accompanied by elevated glutamate/glutamine levels within the
left dorsolateral prefrontal cortex. Psychopharmacology, 168(3), 344-346.
https://doi.org/10.1007/s00213-003-1440-z

Milligan, G., & Kostenis, E. (2006). Heterotrimeric G-proteins: A short history. British
Journal of Pharmacology, 147(S1), S46-S55. https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0706405

Mizuno, N., & Itoh, H. (2009). Functions and regulatory mechanisms of Gg-signaling
pathways. Neuro-Signals, 17(1), 42-54. https://doi.org/10.1159/000186689

Monsivais, P., Clark, B. A., Roth, A., & Hausser, M. (2005). Determinants of Action
Potential Propagation in Cerebellar Purkinje Cell Axons. The Journal of Neuroscience,
25(2), 464-472. https://doi.org/10.1523/JINEUROSCI.3871-04.2005

Muller-Oerlinghausen, B., Berghdfer, A., & Bauer, M. (2002). Bipolar disorder. Lancet
(London, England), 359(9302), 241-247. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(02)07450-0

Netzeband, J. G., Parsons, K. L., Sweeney, D. D., & Gruol, D. L. (1997). Metabotropic
glutamate receptor agonists alter neuronal excitability and Ca2+ levels via the



Bibliografia 75

phospholipase C transduction pathway in cultured Purkinje neurons. Journal of
Neurophysiology, 78(1), 63-75. https://doi.org/10.1152/jn.1997.78.1.63

Nolen, W. A,, Licht, R. W., Young, A. H., Malhi, G. S., Tohen, M., Vieta, E., Kupka, R. W.,
Zarate, C., Nielsen, R. E., Baldessarini, R. J., & Severus, E. (2019). What is the optimal
serum level for lithium in the maintenance treatment of bipolar disorder? A systematic
review and recommendations from the ISBD/IGSLI Task Force on treatment with lithium.
Bipolar Disorders, 21(5), 394-409. https://doi.org/10.1111/bdi.12805

Nonaka, S., Hough, C. J., & Chuang, D. M. (1998). Chronic lithium treatment robustly
protects neurons in the central nervous system against excitotoxicity by inhibiting N-
methyl-D-aspartate receptor-mediated calcium influx. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 95(5), 2642-2647.
https://doi.org/10.1073/pnas.95.5.2642

Nunes, P., & Demaurex, N. (2010). The role of calcium signaling in phagocytosis. Journal
of Leukocyte Biology, 88(1), 57-68. https://doi.org/10.1189/jlb.0110028

Oldham, W. M., & Hamm, H. E. (2008). Heterotrimeric G protein activation by G-protein-
coupled receptors. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, 9(1), 60-71.
https://doi.org/10.1038/nrm2299

Partridge, L. D., & Thomas, R. C. (1974). Effect of intracellular lithium on snail neurones.
Nature, 249(457), 578-580. https://doi.org/10.1038/249578a0

Peinado, G., Osorno, T., Gomez, M. del P., & Nasi, E. (2015). Calcium activates the light-
dependent conductance in melanopsin-expressing photoreceptors of amphioxus.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 112(25), 7845-7850.
https://doi.org/10.1073/pnas.1420265112

Perkel, D. J., Hestrin, S., Sah, P., & Nicoll, R. A. (1990). Excitatory synaptic currents in
Purkinje cells. Proceedings. Biological Sciences, 241(1301), 116-121.
https://doi.org/10.1098/rspb.1990.0074

Phillips, M. L., & Kupfer, D. J. (2013). Bipolar disorder diagnosis: Challenges and future
directions. The Lancet, 381(9878), 1663-1671. https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(13)60989-7

Piochon, C., Irinopoulou, T., Brusciano, D., Balilly, Y., Mariani, J., & Levenes, C. (2007).
NMDA receptor contribution to the climbing fiber response in the adult mouse Purkinje
cell. The Journal of Neuroscience: The Official Journal of the Society for Neuroscience,
27(40), 10797-10809. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.2422-07.2007

Ploeger, E. J. (1974). The effects of lithium on excitable cell membranes. On the
mechanism of inhibition of the sodium pump of non-myelinated nerve fibres of the rat.



76 Bibliografia

European Journal of Pharmacology, 25(3), 316-321. https://doi.org/10.1016/0014-
2999(74)90261-1

Pompili, M., Gonda, X., Serafini, G., Innamorati, M., Sher, L., Amore, M., Rihmer, Z., &
Girardi, P. (2013). Epidemiology of suicide in bipolar disorders: A systematic review of the
literature. Bipolar Disorders, 15(5), 457-490. https://doi.org/10.1111/bdi.12087

Ransdell, J. L., & Nerbonne, J. M. (2018). Voltage-gated sodium currents in cerebellar
Purkinje neurons: Functional and molecular diversity. Cellular and Molecular Life
Sciences: CMLS, 75(19), 3495-3505. https://doi.org/10.1007/s00018-018-2868-y

Renshaw, P. F., & Wicklund, S. (1988). In vivo measurement of lithium in humans by
nuclear magnetic resonance spectroscopy. Biological Psychiatry, 23(5), 465-475.
https://doi.org/10.1016/0006-3223(88)90018-2

Reuveny, E., & Narahashi, T. (1993). Two types of high voltage-activated calcium
channels in SH-SY5Y human neuroblastoma cells. Brain Research, 603(1), 64-73.
https://doi.org/10.1016/0006-8993(93)91300-h

Rhee, S. G. (2001). Regulation of phosphoinositide-specific phospholipase C. Annual
Review of Biochemistry, 70, 281-312. https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.70.1.281

Rossi, F., Buffo, A., & Strata, P. (2001). Regulation of intrinsic regenerative properties and
axonal plasticity in cerebellar Purkinje cells. Restorative Neurology and Neuroscience,
19(1-2), 85-94.

Roth, B. L. (2019). Molecular pharmacology of metabotropic receptors targeted by
neuropsychiatric drugs. Nature Structural & Molecular Biology, 26(7), 535-544.
https://doi.org/10.1038/s41594-019-0252-8

Ryves, W. J., & Harwood, A. J. (2001). Lithium inhibits glycogen synthase kinase-3 by
competition for magnesium. Biochemical and Biophysical Research Communications,
280(3), 720-725. https://doi.org/10.1006/bbrc.2000.4169

Sanchez Trivifio, C. A. (2019). Estudio fisiol6gico de los efectos del litio sobre la cascada
de sefializacion mediada por la fosfolipasa C en modelos neuronales [Masters,
Universidad Nacional de Colombia - Sede Bogotd]. http://bdigital.unal.edu.co/73555/

Sassi, R. B., Nicoletti, M., Brambilla, P., Mallinger, A. G., Frank, E., Kupfer, D. J.,
Keshavan, M. S., & Soares, J. C. (2002). Increased gray matter volume in lithium-treated
bipolar disorder patients. Neuroscience Letters, 329(2), 243-245.
https://doi.org/10.1016/s0304-3940(02)00615-8

Satoh, T., Ross, C. A., Villa, A., Supattapone, S., Pozzan, T., Snyder, S. H., & Meldolesi,
J. (1990). The inositol 1,4,5,-trisphosphate receptor in cerebellar Purkinje cells:
Quantitative immunogold labeling reveals concentration in an ER subcompartment. The
Journal of Cell Biology, 111(2), 615-624. https://doi.org/10.1083/jcb.111.2.615



Bibliografia 77

Savitz, J. B., Price, J. L., & Drevets, W. C. (2014). Neuropathological and
neuromorphometric abnormalities in bipolar disorder: View from the medial prefrontal
cortical network. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 42, 132-147.
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2014.02.008

Schilling, K., Dickinson, M. H., Connor, J. A., & Morgan, J. I. (1991). Electrical activity in
cerebellar cultures determines Purkinje cell dendritic growth patterns. Neuron, 7(6), 891-
902. https://doi.org/10.1016/0896-6273(91)90335-w

Schmidt, H., Stiefel, K. M., Racay, P., Schwaller, B., & Eilers, J. (2003). Mutational
analysis of dendritic Ca2+ kinetics in rodent Purkinje cells: Role of parvalbumin and
calbindin D28k. The Journal of Physiology, 551(Pt 1), 13-32.
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2002.035824

Shorter, E. (2009). The history of lithium therapy. Bipolar disorders, 11, 4-9.
https://doi.org/10.1111/j.1399-5618.2009.00706.x

Smith, F. E., Thelwall, P. E., Necus, J., Flowers, C. J., Blamire, A. M., & Cousins, D. A.
(2018). 3D 7Li magnetic resonance imaging of brain lithium distribution in bipolar disorder.
Molecular Psychiatry, 23(11), 2184-2191. https://doi.org/10.1038/s41380-018-0016-6

Soboloff, J., Spassova, M., Hewavitharana, T., He, L. P., Luncsford, P., Xu, W.,
Venkatachalam, K., van Rossum, D., Patterson, R. L., & Gill, D. L. (2007). TRPC
channels: Integrators of multiple cellular signals. Handbook of Experimental
Pharmacology, 179, 575-591. https://doi.org/10.1007/978-3-540-34891-7_34

Sossin, W. S., & Farah, C. A. (2009). Synaptic Plasticity: Diacylglycerol Signalling role. En
L. R. Squire (Ed.), Encyclopedia of Neuroscience (pp. 747-755). Academic Press.
https://doi.org/10.1016/B978-008045046-9.00820-2

Sproule, B. A., Hardy, B. G., & Shulman, K. I. (2000). Differential pharmacokinetics of
lithium in elderly patients. Drugs & Aging, 16(3), 165-177.
https://doi.org/10.2165/00002512-200016030-00002

Staub, C., Vranesic, |., & Knopfel, T. (1992). Responses to Metabotropic Glutamate
Receptor Activation in Cerebellar Purkinje Cells: Induction of an Inward Current. The
European Journal of Neuroscience, 4(9), 832-839. https://doi.org/10.1111/j.1460-
9568.1992.th00193.x

Stout, J., Hozer, F., Coste, A., Mauconduit, F., Djebrani-Oussedik, N., Sarrazin, S.,
Poupon, J., Meyrel, M., Romanzetti, S., Etain, B., Rabrait-Lerman, C., Houenou, J.,
Bellivier, F., Duchesnay, E., & Boumezbeur, F. (2020). Accumulation of Lithium in the
Hippocampus of Patients With Bipolar Disorder: A Lithium-7 Magnetic Resonance
Imaging Study at 7 Tesla. Biological Psychiatry, 88(5), 426-433.
https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2020.02.1181



78 Bibliografia

Suh, B.-C., & Hille, B. (2008). PIP2 is a necessary cofactor for ion channel function: How
and why? Annual review of biophysics, 37, 175-195.
https://doi.org/10.1146/annurev.biophys.37.032807.125859

Suzuki, N., Hajicek, N., & Kozasa, T. (2009). Regulation and physiological functions of
G12/13-mediated signaling pathways. Neuro-Signals, 17(1), 55-70.
https://doi.org/10.1159/000186690

Syrovatkina, V., Alegre, K. O., Dey, R., & Huang, X.-Y. (2016). Regulation, Signaling, and
Physiological Functions of G-Proteins. Journal of Molecular Biology, 428(19), 3850-3868.
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2016.08.002

Tabata, T., Sawada, S., Araki, K., Bono, Y., Furuya, S., & Kano, M. (2000). A reliable
method for culture of dissociated mouse cerebellar cells enriched for Purkinje neurons.
Journal of Neuroscience Methods, 104(1), 45-53. https://doi.org/10.1016/s0165-
0270(00)00323-x

Tanaka, J., Nakagawa, S., Kushiya, E., Yamasaki, M., Fukaya, M., lwanaga, T., Simon,
M. I., Sakimura, K., Kano, M., & Watanabe, M. (2000). Gq protein a subunits Gaq and
Gall are localized at postsynaptic extra-junctional membrane of cerebellar Purkinje cells
and hippocampal pyramidal cells. European Journal of Neuroscience, 12(3), 781-792.
https://doi.org/10.1046/j.1460-9568.2000.00959.x

Tanaka, M. (2009). Dendrite formation of cerebellar Purkinje cells. Neurochemical
Research, 34(12), 2078-2088. https://doi.org/10.1007/s11064-009-0073-y

Tempia, F., Alojado, M. E., Strata, P., & Knopfel, T. (2001). Characterization of the
mMGIuR(1)-mediated electrical and calcium signaling in Purkinje cells of mouse cerebellar
slices. Journal of Neurophysiology, 86(3), 1389-1397.
https://doi.org/10.1152/jn.2001.86.3.1389

The Human Protein Atlas. (s. f.). Recuperado 8 de marzo de 2021, de
https://www.proteinatlas.org/

Thermo Fisher Scientific. (2020). Neurobiology protocol handbook. 136.

Timmer, R. T., & Sands, J. M. (1999). Lithium intoxication. Journal of the American
Society of Nephrology: JASN, 10(3), 666-674. https://doi.org/10.1681/ASN.V103666

Tjaden, J., Pieczora, L., Wach, F., Theiss, C., & Theis, V. (2018). Cultivation of Purified
Primary Purkinje Cells from Rat Cerebella. Cellular and Molecular Neurobiology, 38(7),
1399-1412. https://doi.org/10.1007/s10571-018-0606-5

Tondo, L., Alda, M., Bauer, M., Bergink, V., Grof, P., Hajek, T., Lewitka, U., Licht, R. W.,
Manchia, M., Miiller-Oerlinghausen, B., Nielsen, R. E., Selo, M., Simhandl, C., &
Baldessarini, R. J. (2019). Clinical use of lithium salts: Guide for users and prescribers.
International Journal of Bipolar Disorders, 7. https://doi.org/10.1186/s40345-019-0151-2



Bibliografia 79

Toselli, M., Masetto, S., Rossi, P., & Taglietti, V. (1991). Characterization of a Voltage-
dependent Calcium Current in the Human Neuroblastoma Cell Line SH-SY5Y During
Differentiation. The European Journal of Neuroscience, 3(6), 514-522.
https://doi.org/10.1111/j.1460-9568.1991.tb00838.x

Toselli, M., Tosetti, P., & Taglietti, V. (1996). Functional changes in sodium conductances
in the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y during in vitro differentiation. Journal of
Neurophysiology, 76(6), 3920-3927. https://doi.org/10.1152/jn.1996.76.6.3920

Tosetti, P., Taglietti, V., & Toselli, M. (1998). Functional changes in potassium
conductances of the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y during in vitro
differentiation. Journal of Neurophysiology, 79(2), 648-658.
https://doi.org/10.1152/jn.1998.79.2.648

uhlén, M., Fagerberg, L., Hallstrom, B. M., Lindskog, C., Oksvold, P., Mardinoglu, A.,
Sivertsson, A., Kampf, C., Sjéstedt, E., Asplund, A., Olsson, I., Edlund, K., Lundberg, E.,
Navani, S., Szigyarto, C. A.-K., Odeberg, J., Djureinovic, D., Takanen, J. O., Hober, S., ...
Pontén, F. (2015). Proteomics. Tissue-based map of the human proteome. Science (New
York, N.Y.), 347(6220), 1260419. https://doi.org/10.1126/science.1260419

Uhlen, M., Oksvold, P., Fagerberg, L., Lundberg, E., Jonasson, K., Forsberg, M.,
Zwahlen, M., Kampf, C., Wester, K., Hober, S., Wernerus, H., Bjorling, L., & Ponten, F.
(2010). Towards a knowledge-based Human Protein Atlas. Nature Biotechnology, 28(12),
1248-1250. https://doi.org/10.1038/nbt1210-1248

Vazquez, G., Wedel, B. J., Aziz, O., Trebak, M., & Putney, J. W. (2004). The mammalian
TRPC cation channels. Biochimica Et Biophysica Acta, 1742(1-3), 21-36.
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2004.08.015

Venkatachalam, K., Zheng, F., & Gill, D. L. (2003). Regulation of canonical transient
receptor potential (TRPC) channel function by diacylglycerol and protein kinase C. The
Journal of Biological Chemistry, 278(31), 29031-29040.
https://doi.org/10.1074/jbc.M302751200

Vetter, |., Mozar, C. A,, Durek, T., Wingerd, J. S., Alewood, P. F., Christie, M. J., & Lewis,
R. J. (2012). Characterisation of Na(v) types endogenously expressed in human SH-
SY5Y neuroblastoma cells. Biochemical Pharmacology, 83(11), 1562-1571.
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2012.02.022

Vieta, E., Berk, M., Schulze, T. G., Carvalho, A. F., Suppes, T., Calabrese, J. R., Gao, K.,
Miskowiak, K. W., & Grande, I. (2018). Bipolar disorders. Nature Reviews. Disease
Primers, 4, 18008. https://doi.org/10.1038/nrdp.2018.8

Vines, C. M. (2012). Phospholipase C. En Md. S. Islam (Ed.), Calcium Signaling (pp. 235-
254). Springer Netherlands. https://doi.org/10.1007/978-94-007-2888-2_10



80 Bibliografia

Walton, P. D., Airey, J. A., Sutko, J. L., Beck, C. F., Mignery, G. A., Studhof, T. C.,
Deerinck, T. J., & Ellisman, M. H. (1991). Ryanodine and inositol trisphosphate receptors
coexist in avian cerebellar Purkinje neurons. The Journal of Cell Biology, 113(5), 1145-
1157. https://doi.org/10.1083/jcb.113.5.1145

Wang, H. Y., & Friedman, E. (1999). Effects of lithium on receptor-mediated activation of
G proteins in rat brain cortical membranes. Neuropharmacology, 38(3), 403-414.
https://doi.org/10.1016/s0028-3908(98)00197-x

Whitaker, M. (2006). Calcium at Fertilization and in Early Development. Physiological
Reviews, 86(1), 25-88. https://doi.org/10.1152/physrev.00023.2005

Womack, M. D., Walker, J. W., & Khodakhah, K. (2000). Impaired calcium release in
cerebellar Purkinje neurons maintained in culture. The Journal of General Physiology,
115(3), 339-346. https://doi.org/10.1085/jgp.115.3.339

Worley, P. F., Baraban, J. M., & Snyder, S. H. (1989). Inositol 1,4,5-trisphosphate
receptor binding: Autoradiographic localization in rat brain. The Journal of Neuroscience:
The Official Journal of the Society for Neuroscience, 9(1), 339-346.

Yamakawa, Y., & Hirano, T. (1999). Contribution of mGIuR1 to the basal activity of a
mouse cerebellar Purkinje neuron. Neuroscience Letters, 277(2), 103-106.
https://doi.org/10.1016/s0304-3940(99)00852-6

Yuzaki, M., & Mikoshiba, K. (1992). Pharmacological and immunocytochemical
characterization of metabotropic glutamate receptors in cultured Purkinje cells. Journal of
Neuroscience, 12(11), 4253-4263. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.12-11-
04253.1992

Zhang, C., Zhu, Q., & Hua, T. (2010). Aging of cerebellar Purkinje cells. Cell and Tissue
Research, 341(3), 341-347. https://doi.org/10.1007/s00441-010-1016-2



