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OPPOSITE EFFECTSOF LITHIUM IN NEURONS
AND ASTROCYTES: STIMULATION AND INHIBITION
OF THE MEK-ERK PATHWAY

Pardo R, Ramos B, Picatoste F, Claro E
Instituto de Neurociencias, Universidad Autbnoma de Barcelona

Exposure of cerebellar granule neurons to millimolar concentrations of
lithium enhanced MEK and ERK phosphorylation in a concentration-
dependent manner. In asynchronous, proliferating cortical astrocytes,
lithium inhibited [3H]thymidine incorporation into DNA, induced a
G2/M cell cycle arrest, and inhibited phosphorylation of MEK and
ERK, but did not affect phosphorylation of Akt. In quiescent astrocytes,
lithium inhibited cell cycle re-entry as stimulated by endothelin-1, and
also prevented stimulation of MEK and ERK phosphorylation, but did
not affect endothelin-1 or EGF activation of Ras. Lithium inhibition of
the astrocyte MEK-ERK pathway was not due to inositol depletion, as
it was not counteracted by exogenous addition of inositol. Treatment of
astrocytes with compound SB-216763 resulted in the inhibition of Tau
phosphorylation at Ser396, and the stabilization of cytosolic b-catenin,
consistent with the inhibition of glycogen synthase kinase-3b, but failed
to reproduce lithium effects on MEK and ERK phosphorylation and cell
cyclearrest. These opposing effects of lithium in neurons and astrocytes
make lithium treatment a promising strategy to favor neural repair and
reduce reactive gliosis after traumatic injury.

P2

VULNERABILIDAD SELECTIVA FRENTE A LA ACCION
TOXICA DE COMPUESTOS ORGANICOSDERIVADOS
DEL MERCURIO Y ESTANO EN CULTIVOSNEURONALES
Y GLIALES

Cristofol R, Gasso S, Vilchez D, Pertusa M, Rodriguez-Farré E,
Sanfeliu C

Departamento de Farmacologia y Toxicologia, 11BB, CSC-IDIBAPS Barcelona

Metilmercurio, trimetilestaiio y trietilestafio son contaminantes
ambientales altamente neurotoxicos. En el presente trabajo se estudia la
citotoxicidad de estos compuestos en cultivos primarios humanos de
neuronas y astrocitos corticales, y en cultivos de neuroblastoma humano
SH-SYS5Y. A efectos comparativos, se ha analizado la toxicidad de estos
compuestos en cultivos de células granulares de cerebelo y en neuronas
hipocampales de rata, dos areas cerebrales diana para el metilmercurio
y trimetilestafio, respectivamente. El estudio muestra la existencia de
una vulnerabilidad selectiva segin el toxico, tipo celular y especie tras
24 h de exposicion. Las neuronas hipocampales de rata son las mas
sensibles al trimetilestafio (TC50= 1,4 UM), mientras que las neuronas
corticales humanas, astrocitos y células de neuroblastoma presentan una
elevada resistencia a este neurotoxico, con valores de TC50> 300 pM.
Las neuronas de hipocampo de rata también son las mas sensibles frente
a los efectos del trietilestafio, pero el valor de TC50 (4,6 uM) es s6lo 3
veces inferior al de las neuronas humanas (14,7 pM). De forma similar,
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para el metilmercurio las células granulares de cerebelo de rata son unas
3 veces mas sensibles que los astrocitos humanos (TC50=2,5y 8,1 uM,
respectivamente). Asi, estos resultados revelan que el rango entre la
maxima y minima potencia citotoxica es mucho mayor para el
trimetilestafio que para el trietilestafio y metilmercurio.

Financiado por FIS 00/1094.

P3

LA ACTIVACION GLIAL MODULA LA NEUROTOXICIDAD
DEL GLUTAMATO EN CULTIVOSDE NEURONAS
GRANULARESDE CEREBELO

Pérez-Capote K, Serratosa J, SolaC

Departamento de Farmacologia y Toxicologia, I nstituto de Investigaciones
Biomédicas de Barcelona-CS C, IDIBAPS.

En presencia de dafio neuronal, las células gliales experimentan cambios
morfologicos y funcionales constituyendo lo que se denomina glia
reactiva, pasando a producir una serie de moléculas relacionadas con
procesos de neuroproteccion o de neurodegeneracion. Se cuestiona el
papel nocivo o beneficioso de la glia reactiva para las neuronas.

En este trabajo se ha estudiado la influencia de la presencia de glia
quiescente o glia reactiva en la respuesta neuronal a un estimulo
dafiino. Se han utilizado cultivos neuronales y cultivos neurona-glia
de cerebelo y se ha determinado el efecto de distintas concentraciones
de glutamato (Glu) sobre la viabilidad neuronal en ausencia y en
presencia del pretratamiento con el lipopolisacarido de E. coli (LPS),
inductor de activacion glial. Paralelamente, se han estudiado cambios
inducidos en las células gliales en las diferentes situaciones
experimentales a partir de la evaluacion de cambios morfologicos y la
produccion de 6xido nitrico. La presencia de células gliales protege
de la neurotoxicidad del Glu dentro de un cierto rango de
concentraciones, por encima del cual la presencia de glia es perjudicial
para las neuronas. El pretratamiento con LPS incrementa el efecto
toxico del Glu en los cultivos neurona-glia. Estos resultados muestran
la importancia del estado en que se encuentran las células gliales en
la respuesta neuronal a un determinado estimulo.

Financiacion: CICYT (SAF 2001-2240). K. P-C. tiene una beca FPI
del IDIBAPS.

P4

ASTROCITOSDE HIPOCAMPO DE RATA EXPRESAN
CANALESDE CALCIO VOLTAJE-DEPENDIENTES
Aragque A, Perea G

Instituto Cajal, CSC. Madrid

La existencia de canales de Ca*" voltaje-dependientes en astrocitos in
situ es controvertida.

Utilizando técnicas de patch-clamp y de medida de Ca®*, hemos
investigado la presencia de canales de Ca®* voltaje-dependientes en
astrocitos de stratum oriens en rodajas de hipocampo de rata. Hemos
encontrado:

1) Existen dos tipos de astrocitos: pasivos, de alta conductancia de
membranay relacion I-V lineal; y complejos, de menor conductancia de
membrana y compleja relacion I-V.

2) La despolarizacion de astrocitos pasivos por pulsos de voltaje no
modifica sus niveles de Ca®" intracelular.
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3) La despolarizacion de astrocitos complejos provoca aumentos de
Ca*", cuya amplitud es funcidn del voltaje aplicado.

4) Cd*" extracelular suprime el incremento de Ca*", indicando que se
debe al influjo de Ca** por canales de Ca** voltaje-dependientes.

5) El aumento de Ca’" es sensible a nifedipina y w-conotoxina GVIA,
sugiriendo que esta mediado por canales de Ca** de tipo L y N.

6) Registros de las corrientes macroscopicas muestran la presencia de
distintas conductancias voltaje-dependientes (inward rectifier, Na+,
1A, delayed rectifier, etc.).

7) Elbloqueo farmacologico de otras conductancias voltaje-dependientes
revelalaexistenciade corrientes de entrada voltaje-dependientes sensibles
a Cd>.

Concluimos que un tipo especifico de astrocitos de hipocampo de rata
poseen canales de Ca>* dependientes de voltaje de tipo L y N.
Financiacion: MCyT (BFI2001-0206). GP es becaria predoctoral
del CSIC.

P5

ACCIONESDE LASGLITAZONAS

SOBRE LA VIABILIDAD DE ASTROCITOSY GLIOMAS
Pérez-Ortiz M, Vaguero CF, Domingo B, MolinaF, Llopis J,
Tranque P

Area deFisiologia, Facultad de Medicina, Centro Regional de Investigaciones
Biomédicas (CRIB), Universidad de Castilla-La Mancha

PPARgamma es un receptor nuclear con capacidad de regular el
metabolismo energético y la respuesta inmune y que esta presente en
astrocitos. Las glitazonas son ligandos de PPARgamma con acciones
antidiabetogénicas y antiinflamatorias, que ademas afectan a la
supervivencia de distintos tipos celulares. Sin embargo, no todas las
acciones de las glitazonas estan mediadas por PPARgamma.

En el presente trabajo se abordan: 1) los efectos de dos glitazonas
(rosiglitazona y ciglitazona) sobre la viabilidad celular de astrocitos de
rata en cultivo primario y sobre las lineas de glioma C6 y U251; 2) la
implicacion de PPARgamma en estos efectos; y 3) la participacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y de la mitocondria.

Nuestros resultados muestran que en células de glioma C6 y U251 tanto
laciglitazona como larosiglitazona (20 pM) causan pérdida de viabilidad
celular y muerte por apoptosis, mientras que sélo la ciglitazona produce
muerte celular en astrocitos. Ademas, a concentraciones mas bajas (10
MM) que causan muerte en gliomas, la ciglitazona tiene un efecto
protector sobre astrocitos. Tanto los astrocitos como las lineas de
glioma expresan PPARgamma (Western blot), pero los efectos descritos
son independientes de este receptor. Estas glitazonas producen muerte
de astrocitos y gliomas a través de la producciéon de ROS, y su
aplicacion aguda disminuye el potencial mitocondrial (TMRE).

P6

INDUCCION EN RATASDE TUMORES CEREBRALES
MEDIANTE INYECCION DE ETILNITROSUREA (ENU)

Bulnes S? Bengoetxea H?, Gutiérrez E, Lafuente JV @
2 Departamento de Neurociencias, Universidad del Pais Vasco (UPV-EHU).
® Departamento de Enfermeria|. Universidad del Pais Vasco (UPV-EHU)

El oligodendroglioma es un tumor de diagnostico controvertido en la
actualidad. La etilnitrosourea (ENU) ha demostrado su utilidad en la
induccion transplacentaria de oligodendrogliomas medulares. Nuestro
objetivo es comprobar el rendimiento de este modelo para producir
gliomas intracerebrales.

Se inyectan tres hembras Sprague Dawley con 80 mg/kg PC de ENU
intraperitonealmente en el dia quince de gestacion.

Se realiza una HE y el estudio inmunofenotipico del tumor con: GFAP,
Ki-67, GLUT-1, EBA y S-100 e histoquimia para butirilcolinesterasa
y LEA. La incidencia tumoral en el SNC a partir del 4.° mes de
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desarrollo postnatal de la rata es del 81%. Inyecciones reiteradas de
ENU a madres de la misma generacién aumenta la incidencia tumoral
por camada y disminuye el tiempo de aparicion tumoral. Se dan dos
tipos tumorales: intraparenquimatosos (oligodendrogliomas) y
extraparenquimatosos (schwanomas malignos).

El desarrollo tumoral comienza con una proliferacion oligodendroglial
principalmente periventricular y segiin progresa la edad encontramos
tumores de mayor tamafo y rasgos de agresividad, localizados en
sustancia blanca subcortical, llegando a invadir los ventriculos, corteza
y esporadicamente en estructuras de labase del encéfalo. Los schwanomas
malignos comienzan en el nervio trigémino y al progresar envuelven el
cerebro diseminandose por las cubiertas meningeas y por los espacios
perivasculares, ocasionalmente infiltran el parénquima cerebral.

P7

INDUCCION DE GADD153 EN ASTROCITOS
TRASPRIVACION DE OXIiGENO Y GLUCOSA

Santos P, Miquel MI, BenavidesMA, Gonzélez-GarciaC, CefiaV,
Cavo S

Centro Regional de Investigaciones Biomédicas,

Universidad de Castilla-La Mancha. Albacete

Mediante estudios de diferential display de mRNA de astrocitos
sometidos a privacion de oxigeno y glucosa, hemos demostrado que la
expresion de gadd153 aumenta intensa y precozmente. El analisis por
northern bloty por PCR cuantitativa a tiempo real indica que los niveles
de gadd 153 aumentan 8 veces a las 2 horas, 21 veces a las 4 horas y
luego caen, recuperando los niveles minimos iniciales a las 24 horas tras
el periodo isquémico. La proteina Gadd153, analizada por Western blot
y por inmunocitoquimica, sigue el mismo curso temporal que el RNA
y se localiza exclusivamente en el nticleo, alcanzando el maximo nivel
a las 8 horas y disminuyendo posteriormente.

El gadd153 se ha relacionado en muchas ocasiones con la respuesta de
estrés del reticulo endoplasmico hasta el punto de que la presencia de
gadd153 se acepta como signo de que existe este estrés. Para ver si la
privacionde oxigenoy glucosa estaba produciendo estarespuesta de estrés
en el reticulo endoplasmico analizamos los niveles de expresion de grp78,
un chaper6n del reticulo que se expresa siempre que hay una situacion de
estrés como es el acimulo de proteinas no plegadas o el vaciamiento de los
depositos de calcio. La expresion de gadd es paralela a la expresion de bip
lo que indica que la privacion de oxigeno y glucosa esta produciendo una
respuesta de estrés del reticulo endoplasmico en los astrocitos
Financiado, en parte, por los proyectos BFI2001-1565 del MCYT; G03/
167 Min. de Sanidad, GC-02-019 and PAI-02-031 de Consejeria de
Ciencia y Tecnologia, JCCM y por la Fundacion Campollano-Banco
Santander Central Hispanoa V.C., BF12001-1058 del MCYT, GC02-029
de la Consejeria de Sanidad JCCM a C.G.G. y SAF2001-0760 de la
CICYT a S.C. AB es becaria CRIB de JCCM. PS es becario de MCYT.

P8

PAPEL DE LASPOLIAMINASEN LA PRODUCION

DE OXIDO NiTRICO POR CELULASGLIALESEN CULTIVO
Camon L2 Tusell IM®, Serratosa J?, Martinez E®

#Departamento de Farmacologia y Toxicologia, |1BB (CS C-IDIBAPS).

® Departamento de Neuroquimica, 11BB (CSIC-IDIBAPS). Barcelona.

Las poliaminas (PA), putrescina (PUT), espermidina (SD) y espermina
(SM) tienen numerosas funciones en el desarrollo y mantenimiento de
los seres vivos. En el proceso de lesion aguda del SNC se produce una
rapida muerte neuronal que se acompaifia de cambios gliales y de la
desregulacion del metabolismo de las PA. Por una parte, las
modificaciones poliaminérgicas se han relacionado con la activacion
glial y, por otra se ha descrito que las poliaminas pueden regular el
metabolismo del 6xido nitrico (NO).
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Nuestros estudios, haciendo uso de cultivos mixtos de astroglia y
microglia de cortex de rata y de inhibidores de las enzimas responsables
delasintesis delas PA como laalfa-difluorometilornitina, el metilglioxal-
bis[guanilhidrazona] (MGBG) y el MDL-75257, indican que las
poliaminas estan asociadas a la produccion de NO por las células
gliales. EIMGBG es el inhibidor mas eficaz en modificar la produccion
de nitritos inducida por LPS (0,1 pg/mL). Su efecto inhibitorio es
concentracion-dependiente y revierte por la adiciéon de SM, hecho que
indica su especificidad.

En conclusion, los datos obtenidos muestran que la modificacion del
metabolismo de las PA es capaz de modular la produccion de mediadores
inflamatorios gliales como el NO. Ello sugiere que las alteraciones
poliaminérgicas podrian contribuir al progreso o a la recuperacion de
la lesion en el SNC mediante la modulacion de la funcionalidad glial.
Realizado con la ayuda del proyecto SAF2001-1643 (CICYT).

P9

ALTERACIONESEN LA FORMACION DE GMP
CiCLICO DEPENDIENTE DE NO EN ASTROGLIA
TRASEL TRATAMIENTO A CORTO Y LARGO PLAZO
CON ESTERES DE FORBOL

Baltrons MA, Pifarré P, Garcia A
Instituto de Biotecnologiay Biomedicina V. Villar Palasi y Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad Auténoma de Barcelona

Previamente hemos demostrado que el tratamiento de astroglia de rata con
agentes inflamatorios inductores de la NO sintasa (LPS, IL-1), produce
una disminucion de la guanilil ciclasa soluble (sGC), receptor fisiologico
del NO. Este efecto es revertido por estaurosporina, inhibidor de proteina
quinasas C (PKCs) y otras serina/treonina quinasas. Con el objeto de
estudiar la posible implicacién de PKCs en la regulacion de la sGC, en el
presente trabajo hemos examinado el efecto de la exposicién a un
activador de PKCs, ¢l éster de forbol PMA (100 nM), sobre la formacion
de GMP ciclico (cGMP)estimulada por NO en astroglia de rata en cultivo.
EI PMA presenta un efecto bifasico, produciendo una rapida disminucién
de la acumulacion de cGMP(45-55 % a los 5 min), seguida de una
recuperacion de los niveles control después de 6 h y una posterior
disminucion (60%) con tratamientos de mas de 20 h. La actividad sGC
medida en homogenados sigue un patron de inhibicion semejante. A los
15 min el efecto del PMA es bloqueado por inhibidores de PKCs, mientras
que el efecto a largo plazo lleva consigo una disminucion de la subunidad
B1 de la sGC y requiere transcripcion y sintesis de proteinas. A tiempos
largos de tratamiento también parece afectada la velocidad de degradacion
del cGMP ya que la disminucion de la acumulacion de cGMP producida
por el PMA es mayor en ausencia (90%) que en presencia de un inhibidor
de fosfodiesterasas. En contraste,el PMA no afecta a la formacion de
c¢GMP estimulada por NO en neuronas granulares de cerebelo.
Financiado por SAF2001-2540 y SGR2001-212.

P10

DESARROLLO DE LA MICROGLIA EN CULTIVOS
ORGANOTIPICOS DE RETINA EMBRIONARIA

DE CODORNIZ

Marin-TevaJL, Tassi M, Cuadros MA, Calvente R,

Sanchez-L épez AM, Navascués J

Departamento de Biologia Celular, Facultad de Ciencias, Universidad de Granada

Células microgliales ameboides entran en laretina embrionaria de codorniz
a través de la zona de insercion del nervio 6ptico a partir del séptimo dia
de incubacién (E7). Estas células se extienden por toda la superficie vitrea
delaretinamediante migracion tangencial y colonizan las capas plexiformes
interna y externa mediante migracion radial en direccion vitreoscleral (a
partir de E9). En las capas plexiformes, las células microgliales se
diferencian mediante ramificacion. Hemos estudiado el desarrollo de la
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microglia en cultivos organotipicos de explantes de retinas de E9, antes de
que las células microgliales ameboides comiencen a migrar radialmente,
y E15, cuando muchas células microgliales se han ramificado en las capas
plexiformes. En cultivos de explantes de E9, las células microgliales no
parecian activarse y conservaban inicialmente su caracter ameboide y su
localizacion vitrea. Posteriormente, migraban radialmente hacia las capas
plexiformes, donde se ramificaban. Este desarrollo de las células
microgliales era similar al observado in situ. En cultivos de explantes de
E15, las células microgliales ramificadas de las capas plexiformes se
activaban rapidamente y migraban a la parte vitrea de la retina.
Posteriormente, migraban de nuevo a las capas plexiformes, donde se
ramificaban. En consecuencia, los cultivos de retinas de E9 y E15
constituyen excelentes modelos experimentales para el estudio de los
procesos de migracion, ramificacion y activacion microglial.

P11

MODIFICACIONESEN LA ORGANIZACION
GLIAL DE LA RETINA DE RATONESPCD

MarchenaM, Velasco A, Cid E, LaraJM, Aijon J
Dpto. de Biologia Celular y Patologia, Instituto de Neurociencias
de Castillay Ledn, Universidad de Salamanca

Los ratones con la mutacion ped (Purkinje cell degeneration) sufren
una neurodegeneraciéon progresiva, lenta y tardia comparable a la
retinosis pigmentaria humana. Como en esta enfermedad, los sintomas
se evidencian en la segunda mitad de la vida, de manera progresiva e
irreversible se alterala estructuray funcionalidad de laretina originando
inicialmente una perdida selectiva de fotorreceptores.

Si bien los patrones de degeneracion de fotorreceptores en este modelo
animal estan ampliamente documentados, los datos relativos a las
alteraciones de la poblacion glial son escasos. En este trabajo analizamos
las modificaciones de las poblaciones gliales de la retina desde estadios
precoces de la neurodegeneracion (60 dias postnatales) hasta edades
caracterizadas por unavanzado estado de deterioro funcional y estructural
de la retina (270 dias posnatales).

Mediante el empleo combinado de marcadores inmunocitoquimicos,
como glutamina sintetasa, proteina acida fibrilar glial, calretinina,
calbindina, parvalbiimina y S100, describimos la progresiva alteracion
de los patrones de distribucion y reactividad de las células de Miiller.
Ademas, mediante histoquimica para lectina de tomate y nucledtido
difosfatasa e inmunohistoquimica para detectar la proteina CD45,
describimos la progresiva alteracion de la poblacion microglial y su
posible relacion con la neovascularizacion de la retina externa.
Financiado por Junta de Castillay Leén (SA067/03) y FISS (P1021730).

P 12

ORGANIZACION GLIAL DE LA CABEZA

DEL NERVIO OPTICO DE UN CIPRINIDO ADULTO
LaraJ, Velasco A, Cid E, MarchenaM, AijénJ

Dpto. Biologia Celular y Patologia, Instituto de Neurociencias

de Castillay Ledn, Universidad de Salamanca

Este trabajo exponemos las peculiaridades de la organizacion glial de
la cabeza del nervio Optico de un ciprinido, la tenca (7inca tinca),
mediante analisis inmunocitoquimico y ultraestructural.

Se emplean anticuerpos especificos para células macrogliales, como
glutamina sintetasa (GS), proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) y S100.
Utilizamos el anticuerpo N518 como marcador de los nuevos axoénes
originados de manera continuada en la retina de peces y el anticuerpo
anti-antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) para identificar
células proliferativas.

Demostramos una adaptacion regional de los procesos vitreales de las
células de Miiller en las proximidades del disco optico (GS+ y
S100+), intensamente marcadas ademas con anti-GFAP. En contacto
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con estos procesos vitreales aparecen astrocitos marcados con anti-
S100 y células S100- identificadas ultraestructuralmente como
microglia. Ademas, en el limite entre la retina y el nervio Optico, en
una region homologa al tejido intermedio de Kuhnt de mamiferos, se
localiza una poblaciéon de células PCNA+ caracterizadas como
glioblastos. Por ultimo, en la porcion intraocular del nervio optico
aparecen oligodendrocitos en diferenciacion dispuestos en hileras.
Tanto los glioblastos como estas células en diferenciacion pueden ser
utilizadas como fuente de elementos gliales en el crecimiento
continuado de la via visual de este tipo de vertebrados.

Financiado por la Junta de Castilla y Leon (SA067/03).

P13

CARACTERIZACION DE LA PARED

DE LOSVENTRICULOSLATERALESDE BOVINOS
ADULTOS. EVIDENCIASDE NEUROGENESIS
Rodriguez-Pérez LM, Pérez-Martin M, Pérez-Figares IM,
Fernandez-Llebrez P

Departamento de Biologia Celular, Genética y Fisiologia, Universidad de Malaga

La neurogénesis en el sistema nervioso central (SNC) adulto es un
proceso restringido a regiones con un microambiente especial como las
paredes de los ventriculos laterales (VL) y el hipocampo. La arquitectura
de estas regiones es bien conocida en roedores pero solo parcialmente en
otros mamiferos. Hemos estudiado in vivo e in vitro las caracteristicas
morfoldgicas e inmunocitoquimicas de las regiones neurogénicas bovinas.
En la pared del estriado se detectd mayor nimero de nucleos marcados
con anti-PCNA. Sélo en esta zona, el epéndimo (EP) se marcaba con
anticuerpos contra GFAP, BLBP y nestina y presentaba largas
prolongaciones basales. El subepéndimo, estaba constitutido por
numerosas células pequefias anti-BIII tubulina (+) y anti-NSE (-)
siendo consideradas como neuroblastos. Bajo esta capa, una red glial
GFAP positiva albergaba neuroblastos bipolares con capacidad
migratoria de acuerdo a resultados in vitro usando el marcador Dil.
Se obtuvieron explantes de las paredes de los VL formados por EP y
algunas células subependimarias, pero no astrocitos. Al cultivarlos
en medio libre de suero y factores de crecimiento, las células
subependimarias proliferan intensamente a la vez que el EP adquiere
morfologia y marcadores caracteristicos de glia radial. La mayor parte
de las células producidas en el explante son neuroblastos, que sintetizan
IGF-1 que es usado por ellos mismos como un factor de supervivencia.
Financiacion: BFI 2000-1360; FIS 01/0948; Red Cien, Instituto de
Salud Carlos III; Servicio Andaluz de Salud.

P14

PERMEABILIDAD DE LASPAREDESVENTRICULARES
PROVISTASDE BARRERA EPENDIMARIA O BARRERA
ASTROGLIAL, EN ANIMALESHIDROCEFALICOS

Péez P?, Roales-Bujan R? Rodriguez S, iménez AJ? Rodriguez E°,
Pérez-Figares M #

2Departamento de Biologia Celular, Facultad de Ciencias, Universidad de
Malaga, Esparia. °Instituto de Histologia y Patol ogia, Facultad de Medicina,
Universidad Austral, Chile

Las células ependimarias recubren las cavidades ventriculares del
SNC, constituyendo la barrera cerebro-LCR. Estas células carecen de
capacidad regenerativa y su daflo, experimental o patologico, provoca
un proceso de reaccion astroglial que culmina con la formacion de una
nuevabarrera que tapiza la superficie ventricular dafiada. Las propiedades
de la barrera astroglial se desconocen, y su dilucidacion es relevante al
ser dicha barrera la que opera en ciertas zonas ventriculares durante el
desarrollo de la hidrocefalia. La permeabilidad que presentan las
barreras ependimaria y astroglial a ciertas moléculas se ha estudiado en
ratones los mutantes hyh. Estos desarrollan una hidrocefalia congénita
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y una pérdida progresiva de la capa ependimaria, que se inicia durante
la etapa embrionaria y que continua postnatalmente. El estudio se
realiz6 administrando en el LCR ventricular peroxidasa de rabano e IgG
de conejo y estudiando su penetracion en el tejido nervioso proximo a
las zonas con barrera ependimaria o con barrera glial. Ambos compuestos
fueron rastreados mediante inmunocitoquimica con anticuerpos
especificos. Los resultados muestran diferencias en la capacidad de
penetracion de la peroxidasa y de la IgG en el parénquima nervioso
dependiendo de la existencia de epéndimo o de barrera glial, indicando
que la permeabilidad de ambas barreras es cualitativamente diferente.
Financiacion: FIS 01-0948; Red Cien, Instituto de Salud Carlos III,
Servicio Andaluz de Salud; FONCEDECYT (Chile).
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CARACTERIZACION DE LA GLiA POSITIVA
A NADPH-DIAFORASA DEL NERVIO OPTICO DE LA
TENCA DURANTE SU DEGENERACION/REGENERACION

Clemente D, Arenzana FJ, Porteros A, Aijon J, Arévalo R
Departamento de Biologia Celular, Universidad de Salamanca

Una subpoblacion de la glia del nervio dptico (NO) de la tenca posee
actividad NADPH-diaforasa (ND), marcador de células productoras de
6xido nitrico, cuyo papel en la regeneracion nerviosa es controvertido.
Enanimales control se observan dos tipos celulares positivos a ND (tipos
Iy II) en la porciéon prequiasmatica del NO y un tercero (tipo III) en la
postquiasmatica. Tras la seccion del NO detectamos dos nuevos tipos
celulares en la porcion prequiasmatica (tipos IV y V), la desaparacion
de las células de tipo I, la activacion de las células de tipo III y un
incremento significativo del niimero total de células positivas a ND.
Para la caracterizacion de los cinco tipos celulares llevamos a cabo
experimentos de doble marcaje de ND con S-100, GFAP, vimentina y
glutamina sintetasa (GS) (marcadores astrocitarios) y con lectina de
tomate (Lec) (marcador microglial) en el NO control y seccionado.
Los cinco tipos de células gliales positivos a ND son positivos a S-100 y
ninguno de ellos se marca con GFAP ni Lec. Todas las células de tipo I11
y subpoblaciones delasdetipo I, 11, IV y V son positivas a GS. Las células
de tipo L, IL, IIT y IV no expresan vimentina. Sin embargo, las de tipo V
muestran tincion para vimentina en el nticleo. Estos resultados sugieren
que todos los tipos celulares positivos a ND del nervio éptico de la tenca
son de naturaleza astrocitica, siendo los tipos celulares IV y V el resultado
de la activacion de las células de tipo I en respuesta a la lesion.

P 16

RELACION ENTRE LA EXPRESION DE RECEPTORES
COLINERGICOSY DE GLUTAMATO Y LA ACTIVACION
DE CELULASGLIALESINDUCIDA POR EL PEPTIDO
B-AMILOIDE

Gonzélez | % Sanz M ®, Gonzalo-Ruiz A 2

#Laboratorio de Neuroanatomia, I nstituto de Neurociencias de Castillay Ledn,
Universidad de Valladolid, Campus Universitario de Soria. °Laboratorio

de Anatomia Patol 6gica, Hospital Principe de Asturias, Universidad de Alcala
de Henares. Madrid

Enelpresente estudio sehaevaluado laimplicacion de receptores colinérgicos
y de glutamato en la reaccion inflamatoria que se produce ante una lesion
experimental toxica, determinada por la inyeccion del péptido B-amiloide
en la corteza cerebral de la rata. Tras periodos de entre 4 dias y dos
semanas,los animales se sacrificaron y los cerebros se procesaron para la
demostracion del depdsito de AB, GFAP, microglia, iNOS, subunidades
GluR1 y GluR2/3 del receptor AMPA subunidades NR1 y NR2a/b del
receptor de NMDA, la subunidad a7 del receptor nicotinico y la m1 del
muscarinico.A nivel de la lesion se observa una hipertrofia astrocitaria y un
incremento de la actividad de células microgliales,que también expresan
iNOS. La expresion de GFAP esta aumentada en la periferia del deposito,
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mientras que la activacion de microglia y la expresion de iNOS se observa
infiltrando a depodsitos de AP. Asimismo, la inyeccion de AP induce un
incremento de la expresion de 07 y de GluR 1 en asociacion a depdsitos de
APy alaproliferacion de astrocitos, mientras que la activacion de células
de microglia se ha encontrado sociada principalmente a la expresion de
GIuR1y NR2a/b. Estos resultados sugieren que la proliferacion de células
gliales, asociadas a depdsitos de A, poseen receptores funcionales cuya
activacion podria desempefiar un papel importante en los procesos de
neurodegeneracion.

Financiacion: FIS 01/0126.
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CELULASDE MICROGLIA Y ASTROGLIA
EN EL MODELO DE CHOQUE ENDOTOXICO PRENATAL

Rib6é D? Romero E®, Acarin L 3 Gonzélez B2, Borrell J°,
CastellanoB*

2Unidad de Histologia, Departamento de Biologia Celular,

Fisiologia e Inmunologia, Universidad Auténoma de Barcelona.
®Grupo de Neuroinmunologia, Instituto Cajal, CSIC. Madrid

El modelo de choque endotéxico prenatal (Borrell et al, Neuropsycho-
pharmacology 2002; 26: 204-15) reproduce alteraciones en los
mecanismos implicados en el procesamiento de la informacion
sensorimotora similares a la esquizofrenia. Para el estudio glial se han
usado encéfalos de ratas macho Wistar de 170 dias cuyas madres han
sido expuestas a choque endotdxico mediante administracion subcutanea
de LPS (2 mg/kg/dia) durante la gestacion. Se han procesado secciones
de criostato para la demostracion inmunohistoquimica de GFAP y
vimentina para astrocitos e histoquimica de la lectina de tomate para
microglia. Nuestras observaciones revelan ligeras alteraciones en ciertas
regiones preferentemente en astrocitos. Estos, en relacion al cingulo,
fimbria y capsula interna muestran un cierto grado de reactividad
caracterizado porun ligero incremento de GFAP y vimentina. El cuerpo
calloso muestra un incremento progresivo hacia niveles caudales. En
sustancia gris (cortex cingulado) hay un incremento de GFAP pero no
una expresiondenovo de vimentina. En el hipocampo, ademas, muestran
alteraciones en su distribucion. Estos cambios son mas aparentes en las
zonas ocupadas por las fibras musgosas.

En conclusion, los cambios morfologicos encontrados son sutiles y
difieren de lareactividad glial que generalmente observamos en procesos
neurodegenerativos.

Agradecimientos a M.A. Martil por su excelente ayuda técnica.
Financiacion: FIS (01/1138), Fundacio Maraté TV3 (014931) y C. de
Madrid (08.5/0020/2001).
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LA GLIA ENVOLVENTE OLFATORIA DE ROEDOR,

PERO NO LA DE PRIMATE, ENTRA EN SENESCENCIA
TRASPERIODOSCORTOSEN CULTIVO

Rubio MP, Mufioz-Quiles C, Ramoén-Cueto A

Laboratorio de Regeneracion Neural, Instituto de Biomedicina de Valencia, CSC

Los trasplantes de glia envolvente olfatoria (OEG) p-75 positiva
promueven la reparacion de médulas espinales lesionadas de roedor.
Para obtener mas OEG hemos alargado su periodo de cultivo. A partir
de la tercera semana estas células entran en senescencia mostrando
cambios fenotipicos, intensa actividad beta-galactosidasa asociada a
senescencia, y disminucion en la expresion de p-75. Asi, de un bulbo
solose obtienen 0,3 millones de OEG optima para trasplante. En la sexta
semana la OEG dejo de dividirse habiendo experimentado 3-4
duplicaciones poblacionales (PDs).

Porel contrario, la OEG de primate adulto no mostré ningtin cambio tras
periodos largos de cultivo (2,5 meses) ni tras congelacion/descongelacion.
En 2,5 meses presenté mas de 13 PDs, continu6 expresando p75 y
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mostrando un fenotipo no senescente. Por tanto, un solo bulbo olfatorio
produce 1,5-2 millones de OEG en 10 dias, y 25.000 millones en 2,5
meses. Esto permite disponer de células dptimas para trasplante autologo,
heter6logo, bien en la fase aguda como cronica de la lesion, y para
almacenamiento en bancos de células.

En conclusion, para trasplante en roedores deben usarse cultivos
jovenes de OEG para garantizar sus propiedades y su actividad
reparadora. En primates, la OEG cultivada durante periodos largos
constituye una fuente segura de células para su uso en la terapia de las
lesiones del sistema nervioso.

Financiado por Junta de Castilla y Leon, Comunidad de Madrid,
Fundacion IRSN y Fundacion La Caixa.
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ESTUDIO FUNCIONAL E HISTOLOGICO DE LA REACCION
INFLAMATORIA DE LA MEDULA ESPINAL LESIONADA
DESPUESDEL TRASPLANTE DE GLiA ENVOLVENTE

DEL BULBO OLFATORIO

Lopez-Vaes R, Garcia-Alias G, Forés J, Navarro X, Rodriguez FJ,
Verdl E

Grupo de Neuroplasticidad y Regeneracién, Instituto de Neurociencias,

Dpto. de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia, Facultad de Medicina,
Universitat Autdbnoma de Barcelona. Bellaterra, Barcelona

Elpresente trabajo estudiamediante pruebas funcionales, electrofisiologicas
e inmunohistoquimicas el efecto del transplante de glia envolvente del
bulbo olfatorio en la médula espinal lesionada sobre la expresion de
COX-2,iNOS, IL-1 y VEGF durante los primeros 14 dias poslesion. Los
resultados funcionales muestran que el grado de deambulacion, valorado
por la escala BBB, el maximo agulo del plano inclinado, y las amplitudes
de los potenciales evocados motores y somatosensoriales fueron
significativamente superiores en el grupo con transplante glial que en el
grupo control. El areade médula espinal preservada, elniumero de infiltrados
lectina-positivos en la cavidad, y el grado de reactividad de COX-2, VEGF,
iNOS eIL-1 fueronsignificativamente superiores en el grupo con transplante
glial que en el control durante la primera semana postlesion. En el grupo con
transplante glial también se observo un mayor nimero de perfiles vasculares
en la sustancia gris medular respecto al grupo control. En ambos grupos se
observo co-expresion de GFAP con IL-1 y VEGF, mientras que sélo se
detectd co-expresion GFAP/COX-2 en el grupo con transplante glial. En
ambos grupos se observo co-expresion de lectina e iNOS. Estos resultados
indican que el transplante de glia envolvente causa un aumento de la
inmunoreactividad a enzimas y citoquinas proinflamatorias pero con una
mayor preservacion de funcion y de parénquima medular.

Desarrollo y plasticidad
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FOSFORILACION DE LA SUBUNIDAD D DEL RECEPTOR
COLINERGICO POR LA PROTEINA KINASA C- DURANTE
LA ELIMINACION SINAPTICA POSNATAL EN LA SINAPSIS
NEUROMUSCULAR

Gonzélez CM? LanuzaMA 2 GarciaN?, Santafé MM 2, Nelson PG,
Tomas J?

#Unitat d'Histologia i Neurobiologia, Facultat de Medicinai Ciéncies

dela Salut, Universitat Rovirai Virgili. Reus, Tarragona, Espafia.

b Section on Neurobiology, National Institute of Child Health and Human
Development, National Institutes of Health. Bethesda, Maryland, USA

Hemos descrito un periodo critico dependiente de laactividad de la proteina

kinasa C (PKC) durante el proceso de eliminacion sinaptica posnatal que
viene definido por la pérdida de axones y reorganizacion de los receptores
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colinérgicos (AChRs) postsinapticos. También, hemos identificado PKC-
0 mediante inmunofluorescéncia confocal en la sinapsis neuromuscular.
Puesto que la PKC-6 esta regulada en el periodo posnatal en el mtisculo en
desarrollo, hemos estudiado la maduracion de la sinapsis neuromuscular y
la eliminacidn sinaptica en ratones knockout para la PKC-8, y para ello, se
ha tefiido inmunocitoquimicamente el musculo levator auris longus para
la deteccion simultanea de axones y AChRs. Los animales que no expresan
PKC-6 manifiestan retraso en la maduracion de los agregados de AChRs
(la aparicion de areas libres de AChRs por desestabilizacion de ciertos
receptores esta retardada) asi como un bloqueo inicial en el proceso de
eliminacion sinptica. Si PKC-8 desempefia un papel en este proceso de
eliminacion por afectar la estabilidad de los AChRs, la subunidad 6 de los
receptores podria ser el objetivo de su actividad fosforiladora. Mediante el
uso de anticuerpos fosfo- y subunidad especificos capaces de reaccionar
con las formas fosforiladas y no fosforiladas de la subunidad 6 de los
receptores colinérgicos, hemos observado una deficiente fosforilacion de
esta subunidad en los animales knockout in vivo.
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POTENCIACION Y DEPRESION SINAPTICAS
MODULADASPOR AUTORRECEPTORESMUSCARINICOS
ASOCIADOS CON CANALESDE CALCIO DURANTE

LA SINAPTOGENESISNEUROMUSCULAR

Salon | 3 Santafé MM @, GarciaN & Lanuza MA 2 Uchitel OD®,
Tomas J?

2Unitat d’'Histologia i Neurobiologia (UHN), Facultat de Medicinai Ciencies
dela Salut, Universitat Rovirai Virgili. Reus, Tarragona, Espafia. ° Laboratorio
de Fisiologia y Biologia Molecular (LFBM), Facultad de Ciencias Exactas

y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Buenos Aires, Argentina

Hemos estudiado el efecto de agentes muscarinicos sobre potenciales
evocados (EPPs) ensinapsis neuromusculares monoy doblemente inervadas
de ratas posnatales. En las sinapsis dobles, la respuesta a los agentes
muscarinicos delaterminacionnerviosaque generael potencial postsinaptico
mayor consiste en una inhibicion de la liberacion de acetilcolina por
antagonistas M1 (pirenzepina y MT-7) asi como por antagonistas M2
(methoctramina y AF-DX 116). La terminacion nerviosa que genera el
potencial postsinaptico menor también es inhibida por los antagonistas
muscarinicos M2. Sin embargo, el potencial sindptico menor es potenciado
por los antagonistas M1. Asi mismo, antagonistas selectivos del receptor
muscarinico de tipo M4 (tropicamida y MT-3) también potencian a la
terminacion nerviosa que genera el potencial postsinaptico menor. Hemos
observado un cambio desde la implicacion multicanal (tipos P/Q, N'y L de
canales de calcio operados por cambios de voltaje) en todas las respuestas
a los agentes muscarinicos de la terminacién nerviosa que genera el
potencial postsindptico menor, a la implicacién monocanal (tipo P/Q) de
las respuestas en las sinapsis mas maduras y monoinervadas. En conclusion,
autoreceptores muscarinicos (M1, M2 y M4) pueden potenciar o deprimir
selectivamente (por su asociacion diferencial con canales de calcio P/Q, N
y L) laactividad sinaptica de diferentes terminaciones nerviosas en sinapsis
neuromusculares multinervadas durante el desarrollo.
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CAMBIOSEN LA SINAPSISNEUROMUSCULAR
INDUCIDOSPOR LA APLICACION LOCAL CRONICA

DE UN ANTICUERPO IgM MONOCLONAL CONTRA

LA REGION TERMINAL DE GANGLIOSIDOSGM?2,
GalNAc-GDl1aY GalNAc-GM 1b

Sabaté M, Santafé MM, Ortiz N, GarciaN, Lanuza MA, Tomas J
Unitat d'Histologia i Neurobiologia (UHN), Facultat de Medicinai Ciencies
dela Salut, Universitat Rovirai Virgili. Reus, Tarragona

Los gangliosidos son glicoesfingolipidos que se expresan en la membrana
celulary representan los sialoglicoconjugados predominantes en el sistema
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nervioso de los mamiferos. Autoanticuerpos antigangliésido han estado
relacionados con los sindromes de Guillain-Barré y de Miller-Fisher, sin
embargo, no se ha encontrado un papel neurobiolégico claro para los
gangliosidos. Se ha evidenciado que en ratones knockout que no expresan
gangliosidos complejos existen cambios de degeneracion-regeneracion en
sus axones motores y células de Schwann. En un estudio previo, hemos
mostrado una relacion entre ganglidsidos y canales de calcio, dada la
implicacion del canal del tipo P/Q en el efecto agudo de una IgM anti-GM?2
monoclonal de un paciente sobre la liberacion de acetilcolina. En este
estudio se evalua el efecto cronico de la aplicacion local de este anticuerpo
monoclonal: 1) mediante técnicas de inmunomarcaje se ha identificado
con precision su localizacion neuromuscular; 2) con microscopiaelectronica
se han evaluado la afectacion de la mielina de los axones motores y de la
placa neuromuscular; 3) mediante técnicas de electrofisologia de registro
intracelular se ha evaluado la neurotransmision y la estequiometria de
canales de calcio implicados. Se concluye que la presencia cronica de este
anticuerpo puede reproducir en el animal experimental un modelo de la
afectacion muscular del paciente por la induccion de cambios de
desconexion-regeneracion en las sinapsis neuromusculares.
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RECUPERACION DE LAS PROPIEDADES DE DISPARO
Y SINAPSISAFERENTESEN NEURONAS CENTRALES
AXOTOMIZADASPROVISTAS CON UNA NUEVA DIANA

Benitez-Temifio B, Pastor AM, De laCruz RR
Departamento de Fisiologia y Zoologia, Facultad de Biologia,
Universidad de Sevilla

Laaxotomiaproduce cambiosirreversibles electrofisiologicos y estructurales
en neuronas del SNC posiblemente debido al fracaso regenerativo. En este
trabajo comprobamos si la reconexion con una nueva diana restaura el
fenotipo normal en neuronas centrales. Para ello se seccion¢ el fasciculo
longitudinal medial en gatos adultos con objeto de axotomizar las neuronas
internucleares (Ints) del nicleo del motor ocular externo y se implantd en
el sitio de lesion tejido embrionario cerebeloso en E15.

Elregistro cronico delaactividad unitaria de las Ints mostré un decremento
de la frecuencia de disparo tras la axotomia, con una pérdida adicional de
las sefiales tonica y fésica relacionadas con el movimiento ocular. Sin
embargo, en los animales con implante estas neuronas mostraron
propiedades de disparo similares a las controles. El estudio ultraestructural
mostré un numero reducido de botones axosomaticos sobre las Ints
lesionadas, mientras que tras el implante la densidad de sinapsis aferentes
se recupero. El trazado anterégrado con biocitina reveld un crecimiento
notable de los axones seccionados de las Ints que invadieron el implante
y se ramificaron por todas las capas de la corteza cerebelosa, donde
contactaron con distintos elementos celulares. En conjunto, estos datos
indican que la reinervacion de una nueva diana recupera las propiedades
de disparo y la sinaptologia de neuronas centrales axotomizadas.
Financiado por FIS y Fundacion Eugenio Rodriguez Pascual.
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LA PROGESTERONA Y SUSMETABOLITOS,
DIHIDROPROGESTERONA Y TETRAHIDROPROGESTERONA,
EVITAN LA MUERTE NEURONAL INDUCIDA POR ACIDO
KAINICO EN EL GIRO DENTADO DE HIPOCAMPO

DE RATA

Cirizal 3 Azcoitial ®, Garcia-Segura LM 2

3| ngtituto de Neurociencias Ramén y Cajal, CSIC. Madrid. ® Departamento

de Biologia Celular, Facultad de Ciencias Biol égicas, Universidad
Complutense de Madrid

La progesterona (PROG), ademas de su papel como hormona ovarica, se

sintetiza en el sistema nervioso central y periférico a partir del colesterol.
En el sistema nervioso, la PROG se metaboliza a dihidroprogesterona
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(DHP) y tetrahidroprogesterona (THP). Nuestro objetivo en este trabajo
ha sido estudiar el efecto tanto de la PROG como de sus metabolitos, DHP
y THP, sobre la supervivencia neuronal del hipocampo después de la
administracion sistémica del acido kainico (KA). Ratas Wistar hembra
ovariectomizadas recibieron una primera inyeccion intraperitoneal de
PROG (2,5 mg/kg), THP (2-8 mg/kg) y DHP (0,25-2 mg/kg) o vehiculo,
seguida de una inyeccion de KA (7 mg/kg) o vehiculo. Una semana
después de los tratamientos los animales fueron fijados por perfusion. El
numero de neuronas del hilus del giro dentado se determind utilizando el
método del disector Optico. La administracion de KA provocd una
pérdida significativa de neuronas del hilus comparada con la del grupo
control (20.211£611 neuronas/mm?® en el grupo control y 9.814+1116
neuronas/mm’ en el grupo KA). La PROG evit6 la pérdida neuronal
inducida por KA (19.875+2259 neuronas/mm’ en animales inyectados
con PROG y KA). Ademas, el primer producto de la cascada metabolica
de la PROG, DHP, también protege las neuronas del hilus de la toxicidad
por KA de forma dosis dependiente (17.974+1.827, 19.213+1.143
neuronas/mm? en animales inyectados con 0,25 y 0,5 mg/kg de DHP).
THP, el ultimo metabolito de la PROG, también es capaz de bloquear la
muerte neuronal provocada por la neurotoxina (20.065+1.103,
19.328+1.365 y 20.322+20.322 neuronas/mm?® en animales inyectados
con 2, 4 y 8 mg/kg de THP). En conclusion, la PROG ejerce un efecto
neuroprotector sobre las neuronas del hipocampo que puede ser en parte
debido a la conversion en sus metabolitos, DHP y THP.
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PROPIEDADESDE MEMBRANA DE LASMOTONEURONAS
DEL NUCLEO OCULOMOTOR DE LA RATA ESTUDIADAS
DURANTE EL DESARROLLO EN PREPARACIONESIN VITRO

Carrascal L, Nieto-Gonzélez JL, Torres B, NUfiez-Abades P
Dpto. Fisiologia y Zoologia, Universidad de Sevilla

Las propiedades activas y pasivas de membrana de 43 motoneuronas del
nucleo oculomotor se estudiaron durante el desarrollo postnatal (2 a 30
dias) en preparaciones in vitro. Dichas células se identificaron
antidromicamente como motoneuronas. La duracion del potencial de
accion vari6 desde 0,9 a 3 ms, con una pendiente de subidade 22 a 110
V/sy de bajadade 11 a 70 V/s. En dichos potenciales de accion la fase
de hiperpolarizacion se caracterizo por presentar una duracion de 150
a 280 ms. La resistencia de entrada vario entre 37 y 300 MQ y la
constante de tiempo entre 5 y 22 ms. La frecuencia maxima de disparo,
asi como la frecuencia media estuvo comprendida entre valores de 15
a85Hzyde24a183 Hz/nA, respectivamente. La mitad de la duracion
del potencial de accidén disminuy6 en la primera semana postnatal de
2,21 a 1,45 ms debido al aumento de la pendiente de subida de 32,8 a
61,0 V/s 'y al aumento de la pendiente de bajada de 19,6 a 34,4 V/s. Al
mismo tiempo se observo una tendencia a disminuir la resistencia de
la membrana de 139,2 a 80,4 MQ. Entre la segunda y tercera semana
postnatal se encontré un aumento tanto en la frecuencia maxima de
disparo, como en la frecuencia media con valores de 30 a 71 Hz y de
55a90 Hz/nA, respectivamente. Todos estos resultados muestran que
las propiedades de la membrana, tanto activas como pasivas, de estas
motoneuronas se modifican durante el desarrollo posnatal.
Trabajo financiado con una ayuda de MCYT BF12000-0335.
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ESTUDIO MORFOFUNCIONAL DE LASMOTONEURONAS
DEL NUCLEO OCULOMOTOR DE LA RATA ESTUDIADAS
DURANTE EL DESARROLLO EN PREPARACIONESIN VITRO

Nieto-Gonzdlez JL, Carrascal L, Torres B, NUiez-Abades P
Dpto. Fisiologiay Zoologia, Universidad de Sevilla

Las propiedades morfofuncionales de las motoneuronas del nicleo
oculomotor de ratas se estudiaron durante el desarrollo posnatal. Se
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inyectaron intracelularmente con neurobiotina motoneuronas, a las que
previamente se identifico mediante estimulaciéon antidromica y
caracterizo sus propiedades electrofisiologicas. Se marcaron 10 células
de animales con edades entre 2 y 14 dias que fueron reconstruidas con
la ayuda de una camara lucida. El didmetro mayor del soma vario entre
20 y 35 pm y el diametro menor entre 10 y 20 pm. Las motoneuronas
presentaron entre 4y 7 dendritas principales con un niimero de terminales
por célula entre 9y 36. La longitud media de las dendritas se situd entre
88 y 276 pum siendo la longitud de la dendrita més larga entre 155 y 325
pm. La media del nimero de nodos de ramificacion vari6 entre 0,8 y
4,14. Entre la primera y segunda semana postnatal se observo una
disminucion en el nimero medio de nodos por dendrita de 2,51 a 1,83.
En el mismo periodo de tiempo la longitud maxima dendritica aument6
de 179,2 2293,3 pym y la media de la longitud maxima del conjunto del
arbol dendritico de 130,3 a232,6 um que permitio que algunas dendritas
salieran de los limites del nucleo. Este aumento de longitud en la
segunda semana postnatal se correlaciond con la disminucion en los
valores de resistencia de entrada y constante de tiempo observada en
dichas motoneuronas y no con el tamafio del soma.

Trabajo financiado por una ayuda del MCYT BFI2000-0335.
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INFLUENCIA DE LA HORMONA TIROIDEA
EN LA EXPRESION GENICA DEL CEREBRO FETAL

Diez D3 Morte B? Lavado R? De Leceal ®, Escobar del Rey F?,
Morreale de Escobar G2 Bernal J*

Departamento de Endocrinologia Molecular, Instituto de I nvestigaciones
Biomédicas Alberto Sols, CSIC/UAM. Madrid, Espafia. ® Departments of
Molecular Biology, The Scripps Research Institute. La Jolla, California, USA

Existen evidencias del papel de la hormona tiroidea (HT) en el desarrollo
del cerebro fetal: la HT materna cruza la placenta a la circulacion fetal, los
receptores de HT (TR) se expresan en el cerebro del feto antes del comienzo
de la funcion tiroidea, y la ocupacion de los TR esté en el rango fisioldgico.
Los nifios nacidos de madres hipotiroideas sin tratar durante el segundo
trimestre de gestacion muestran un considerable déficit neurologico.
Para identificar genes cuya expresion esté afectada en el cerebro fetal
por el hipotiroidismo materno o fetal realizamos un analisis de expresion
génica mediante microarrays con el chip de Affymetrix RN-U34 (1322
genes).

Los grupos experimentales son: madres controles, hipotiroideas (MMI),
hipotiroideas tratadas con T3, hipotiroideas tratadas con T4 y
tiroidectomizadas en el dia 10 de gestacion. Los cerebros fetales (E21)
se emplearon para preparar RNA total. Las concentraciones de HT se
determinaron en diferentes tejidos y plasma de las madres y fetos con
resultados similares a estudios previos. Los datos generados tras tres
hibridaciones se analizaron y algunos de los genes seleccionados se
confirmaron por Northern-blot. Encontramos 32 genes cuya expresion
disminuia en el grupo MMI y se recuperaba en el grupo T4. Algunos se
habian identificado antes como genes regulados por hormona tiroidea
en el cerebro posnatal. Estos resultados indican que tanto la hormona
materna como fetal son criticas en el desarrollo del cerebro fetal.
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IDENTIFICACION DE DIANAS CELULARES

Y MECANISMO DE ACCION DEL OXIDO NiTRICO
ENDOGENO EN LASZONASNEUROGENICAS
DEL CEREBRO DE RATON ADULTO

Romero-Grimaldi MC, Moreno-Lopez B, Noval JA, Estrada C
Area de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Cadiz

En la zona subventricular (SVZ) del cerebro de raton adulto se generan

neuronas que, tras migrar por el camino migratorio rostral (RMS), se
diferencian en el bulbo olfatorio (OB). Existen neuronas diferenciadas
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que expresan 0xido nitrico sintasa (NOS) de tipo I en la proximidad de los
precursores en estas tres regiones. La administracion sistémica cronica
del inhibidor de la NOS, L-NAME, pero no de su estereoisomero D-
NAME, produjo un incremento significativo de la densidad de células que
incorporaban BrdU en SVZ, RMS y OB, pero no en el giro dentado del
hipocampo. Efectos similares se obtuvieron utilizando el inhibidor
selectivo de la NOS neuronal, 7-nitroindazol. El aumento del nimero de
mitosis afect6 selectivamente a células que expresaban nestina, pero no
beta-IIItubulina ni GFAP, lo que sugiere que el NO acttia inhibiendo la
proliferacion de los precursores mas primitivos (células C) . El nimero
de células apoptoticas y el de células posmitéticas 15 dias después de la
inyeccién de BrdU no se modificé con el tratamiento de L-NAME,
demostrando que la supervivencia celular no se ve afectada. La migracion
de los precursores neuronales hacia el bulbo olfatorio tampoco se alter6
en los animales tratados. El analisis de marcadores neuronales en el OB
indico que el L-NAME producia un ligero retraso en el proceso de
diferenciacion. Sugerimos que el NO es un inhibidor fisiologico de la
proliferacion de precursores primitivos en la SVZ.

Financiado por FIS00/1080 y SAF2002-02131.
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EFECTOSDEL DIETILTIOCARBAMATO (DEDTC)
EN EL DESARROLL O DE CEREBRO DE RATON.
ALTERACIONESEN EL PROCESO DE MIELINIZACION

Junyent F, Valente T, Valente L, Safie A, Auladell C
Departamento de Biologia Celular, Facultad de Biologia,
Universidad de Barcelona. Barcelona

Estudios in vivo han permitido identificar el dietiltiocarbamato (DEDTC)
como quelante de biometales endogenos, especialmente del cobre y del
zinc. La administraciéon de DEDTC puede determinar la inhibicion de
distintos enzimas, alguno de ellos, como la anhidrasa carbonica,
directamente relacionada con la mielinizacion.

En el presente trabajo se ha realizado un estudio in vivo de algunos de
los efectos fisiologicos, celulares y moleculares que puede determinar
la administracion continuada de DEDTC durante el desarrollo postnatal
de raton. Asi, se han observado alteraciones fisiologicas importantes,
todas ellas relacionadas con un retraso general en el crecimiento del
organismo (de mas de un 50%).

Mediante técnicas histoquimicas e immunohistoquimicas realizadas en
secciones coronales de cerebro, en distintos estadios del desarrollo, se
han detectado alteraciones en la actividad proliferativa, en el patron de
migracion celular y en los procesos gliales.

Cambios en la distribucion de GFAP (glial fibrillar acidic protein) y
una pérdida general de la consistencia del tejido procesado, soportan la
posible implicacion del DEDTC en los procesos de desmielinizacion,
efecto similar a los que determina la cuprizona (bis-ciclohexano-
neoxaldihidrazona), quelante especifico del cobre relacionado con un
proceso de desmielinizacion.

Trabajo financiado por el Ministerio de Sanidad FIS (01/0096-02) y
AECIO1.
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DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD BASAL

Y LA SENSIBILIDAD AL CO, DE LASMOTONEURONAS
DEL NUCLEO HIPOGLOSO DE LA RATA ADULTA

EN RESPUESTA A LA LESION DE SUSAXONES

Portillo F, Gonzél ez-Forero D, R-Sunico C, Moreno-L 6pez B
Areade Fisiologia, Universidad de Cadiz

La desconexion de un axon motor con su diana induce alteraciones en las
propiedades de disparo de la motoneurona (MN) debido, en parte, a la
disminucion del nimero y la eficacia de sus aferentes sinapticas. Las MNs
del nticleo hipogloso (XII) disparan brotes de potenciales durante la fase
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inspiratoria a una frecuencia de disparo dependiente de la PCO,. En ratas
Wistar macho, con 5% de CO, en aire espirado (COzesp), la lesion por
aplastamiento del nervio XII indujo una disminucion progresiva de la
actividad neurografica proximal (40%, 50% y 60%; 3, 7 y 15 dias tras la
lesion) que se recupero a los 22 dias. En animales operados sham no se
modifico el neurograma. Para discernir entre una disminucion en la
actividad de las neuronas y posibles fallos en la conduccion del impulso se
registré la actividad unitaria de las MNs. La tasa de disparo basal, medida
como frecuencia media por brote (potenciales de accion por segundo) de
las MNs (5% COsesp) paso de 42,0+18,4 (media+SD; n=96) en el control
a17,0+13,0 (n=62) 15 dias tras el dafio (60% de reduccion). Paralelamente,
la sensibilidad de las MNs al COxesp (3-7%), medida como la pendiente
de larecta de regresion que relaciona frecuencia media de brote y CO2esp,
se redujo de 7,5 + 5,4 (n=41) en control a 4,3+3,6 (n=52) 15 dias tras la
lesion. Se sugiere que la lesion del nervio induce una reduccion en la
actividad de las MNs debida, en parte, a una disminucion de la eficacia o
numero de sus entradas sinapticas.

Financion: MCYT (BFI12001-3816).
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EL OXIDO NiTRICO INHIBE PROCESOS
REGENERATIVOSTRASLA LESION DE UN
NERVIO PERIFERICO EN LA RATA ADULTA

R-Sunico C, Gonza ez-Forero D, Portillo F, Moreno-L 6pez B
AreadeFisiol ogia, Universidad de Cadiz

El 6xido nitrico (NO) inhibe el crecimiento de neuritas en cultivo. En
respuesta al dafio en un nervio periférico la expresion de 6xido nitrico
sintasa (NOS) aumenta en la zona de lesion. El NO podria estar
afectando a los procesos de reinervacion de la diana. En ratas Wistar
macho (200-300 g), se lesiond unilateralmente por aplastamiento el
nervio hipogloso. Tras 7 dias, en los animales inyectados con vehiculo
no se genero potencial de accion muscular compuesto (PAMC) inducido
por estimulacion eléctrica del nervio, mientras que en los animales
tratados con un inhibidor de la NOS (L-NAME; 90 mg/kg/dia; IP) el
PAMC alcanzé el 20% del registrado en el nervio contralateral. Con el
objeto de estudiar un posible papel del NO sobre el crecimiento de los
axones se secciond el nervio 1 cm distal a la lesion introduciéndolo en
una solucién de fluorogold. El nimero de motoneuronas marcadas
retrogradamente se utilizé como un indice del grado de crecimiento de
los axones desde el sitio de lesion hasta el punto de bombeo del
fluorocromo. Dos dias después de la lesion se observo un aumento
significativo en el nimero de motoneuronas marcadas en los animales
tratados con L-NAME (1241,0+77,7; mediatES; n=4) con respecto a
los tratados con el vehiculo (455,4+198,6; n=3). Esto sugiere que el NO
producido en el sitio de lesion esta afectando al proceso de reinervacion
del musculo, al menos, por la inhibicion del crecimiento axonal.
Financiado por MCYT (BFI2001-3816).
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EXPRESSION PATTERNSAND SUBCELLULAR
LOCALIZATION OF THE DOWN SYNDROME CANDIDATE
PROTEIN MNB/DYRK 1A SUGGEST A ROLE IN LATE
NEURONAL DIFFERENTIATION

Elizade C, Hammerle B, Carnicero A, Cer6n J, Martinez S, Tejedor FJ
Unidad de Neurobiologia del Desarrollo, Instituto de Neurociencias,

CSICy Universidad Miguel Hernandez

The MNB/DYRK1A gene belongs to a new protein kinase family, which
is evolutionarily conserved, and seems to play several roles during brain
development and in mature brain. In Drosophila, mnb is involved in
postembryonic neurogenesis and in learning/memory. In humans, MNB/
DYRKIA has been mapped within the Down syndrome critical region of
chromosome 21 and has been widely proposed to be involved in the
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neurobiological alterations associated with Down syndrome. Nevertheless,
little is known about the functional role that MNB/DYRKI1A plays in
vertebrate brain development. We have recently shown (Hammerle et al.
Dev Biol 2002; 246: 259-73) that in early vertebrate embryos, Mnb is
transiently expressed in neural progenitor cells during the transition from
proliferating to neurogenic divisions. Here we study a second wave of
MNB/DYRKI1A expression, which takes place in the brain of intermediate
and late vertebrate embryos. In these stages, MNB/DYRK1A seems to be
restricted to certain populations of neurons, since no consistent expression
was detected in astroglial or oligodendroglial cells. According to the
temporal pattern of expression and the subcellular localization, we conclude
that MNB/DYRK 1A kinase is involved in the signaling mechanisms that
regulate dendritic tree differentiation. This new role of MNB/DYRK1A on
brain development helps to build a novel hypothesis for its implication in
the developmental etiology of Down syndrome neuropathologies.
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PROLIFERACION NEURAL EN EL CRECIMIENTO
Y EN LA REGENERACION DE LA RETINA DE TELEOSTEOS

Cid E, Velasco A, MarchenaM, LaraJM, Aijén J
Departamento de Biologia Celular y Patologia, Instituto de Neurociencias
de Castillay Ledn, Universidad de Salamanca

Laretina de vertebrados anamniotas es actualmente uno de los principales
modelos para estudiar los procesos de proliferacion y diferenciacion
celular del sistema nervioso central. En estos animales se mantiene una
zonade neurogénesis en el margen ciliar de laretina querefleja espacialmente
los procesos que ocurren durante la retinogénesis. En teledsteos, modelo
empleado en este trabajo, la retina presenta una caracteristica adicional:
posee una segunda linea neurogénica, cuyos progenitores se distribuyen
por la retina madura en columnas radiales. En condiciones normales estos
precursores neurales forman solo bastones, pero tras una lesion de la retina
originan todos los tipos celulares retinianos.

Mediante inmunocitoquimica para el antigeno nuclear de células
proliferativas, analizamos la distribucion de los progenitores retinianos
en condiciones normales en las retinas adultas de dos especies, tenca y
carpin. También hemos aplicado una técnica de cuantificacion de ADN
por citometria de flujo, para determinar la tasa total de proliferacion en
laretina. Y demostramos, mediante PCR, que varios genes implicados en
el desarrollo embrionario (NeuroD, Rx3, Ath3 y Her6) contintian
expresandose en la retina adulta de estos animales. Ademas, tras
criolesiones enlazona periférica de laretina analizamos las modificaciones
de la proliferacion celular durante la regeneracion de la retina.
Financiacion: Junta de Castillay Leon (SA067/03) y FISS (P1021730).
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ORIGEN Y DESARROLLO EMBRIONARIO

DE LOSSISTEMAS SEROTONINERGICOS

DE LA PINTARROJA (SCYLIORHINUS CANICULA),

CON ESPECIAL REFERENCIA A LOSRAFE RETICULARES
Carreral ? Sueiro C? Molist P°, Rodriguez-Moldes | 2 Anadén R?
2Departamento de Biologia Celular y Ecologia, Universidad de Santiago.

® Departamento de Biologia Funcional y Ciencias dela Salud, Universidad de Vigo

Hemos estudiado el desarrollo del sistema serotoninérgico en un
elasmobranquio, la pintarroja (Scyliorhinus canicula), utilizando
métodos inmunohistoquimicos. Las primeras neuronas inmunorreactivas
a serotonina aparecen en la region del istmo de embriones de estado 26,
formando un pequefio grupo par a ambos lados de la placa solar. En los
estados 28-30, el nimero de dichas neuronas se ha incrementado, y
comienzan a verse neuronas con morfologia migratoria que cruzan la
placa solar o se extienden lateralmente por la fina capa marginal. En el
estado 31, su nimero se ha incrementado notablemente en el istmo,
extendiéndose algunas células muy lateralmente desde laregiéon mediana,
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y ademas células serotoninérgicas aparecen en regiones caudales del
bulbo a ambos lados de la placa solar. En el estado 33, las poblaciones
migradas hacia areas reticulares se han incrementado notablemente a lo
largo de todo el tronco cerebral. Desde el estado 29 es posible ver
conspicuos conos de crecimiento que crecen desde el istmo bien en
direccion rostral o bien caudal cerca de la linea media, formando tractos
longitudinales que en el estado 31 alcanzan rostralmente la comisura
posterior, tubérculo posterior y telencéfalo basal caudal, y caudalmente
se extienden en el funiculo ventromedial de la médula espinal. En el
estado 31 aparecen nuevas poblaciones serotoninérgicas en el diencéfalo,
y en el estado 33 son ya notables las poblaciones LCR-contactantes del
organo paraventricular (ntcleos de los recesos laterales y posteriores).
En regiones dorsales del encéfalo y médula espinal de la pintarroja, la
inervacion serotoninérgica aparece tardiamente.

Financiado por Ministerio de CyT (BXX2000-0453-C02) y Xunta de
Galicia (PGIDT99BI020002 y PGIDT01PXI20007PR).

P 35

PAPEL DE LA FOSFOLIPASA A2

DURANTE LA DEGENERACION WAL LERIANA
Avilés-Trigueros M 2 De S®, Kalyvas A ®, David S®

2| nstituto de Bioingenieria, Universidad Miguel Hernandez.
Alicante, Espafia. ® Centre for Research in Neurosciences,

McGill University, Montreal General Hospital Research Institute.
Montreal, Quebec, Canada

El enzima fosfolipasa A2 (PLA2) hidroliza fosfatidilcolina a
lisofosfatidilcolina y acido araquidonico. El primero puede inducir la
ruptura de lamielinay el ultimo mediante la via de los acidos eicosanoicos
puede estimular la repuesta inflamatoria.

El estudio inmunohistoquimico de las formas secretada (sPLA2) y
citosolica (cPLA2) de PLA2 se realiz6 en nervios ciatico y Optico de
rata y raton adultos lesionados por aplastamiento.

Las formas sPLA2 y cPLA2 se expresan durante las primeras dos
semanas en nervio ciatico lesionado; lo que se correlaciona con la
rapida degeneracion walleriana (DW) del sistema nervioso periférico.
En contraste, ambas formas de PLA2 no se expresaron en nervio optico
durante las primeras tres semanas después de su lesion, lo que concuerda
con la lenta DW del sistema nervioso central. Ademas, PLA2 no se
expresa en el nervio ciatico de ratones mutantes C57BL/WIds, en los
que laDW estd seriamente retardada. El bloqueo de cPLA2 en el nervio
ciatico de ratones C57BL/6, que tienen una mutacion null producida
naturalmente para la forma principal de sPLA2, resulta en una
degradacion y fagocitosis marcadamente mas lenta de la mielina y
restos axonales del segmento distal del nervio tras su lesion.

Estos resultados proporcionan evidencias directas del importante papel
de cPLA2 en la DW: 1) Su expresion se correlaciona con el ritmo de
DW; 2) Media en la ruptura mielina/axén y entrada de macrofagos
durante la DW; 3) Estimula la fagocitosis durante la DW.
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EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA BILATERAL
MATERNA EN EL DESARROLLO POSNATAL

DE LOSSISTEMASCATECOLAMINERGICOS
Ra C? Tecedor L @ Gonzdlez JCP, Machin C?
2Departamento de Biologia Celular (Morfologia Microscépica),
Universidad Complutense de Madrid. ® Departamento de Biologia
Animal |1 (Fisiologia), Universidad Complutense de Madrid

Estudiamos la influencia de los glucocorticoides (GC) maternos en los
sistemas catecolaminérgicos (CA) cuyo desarrollo es anterior a la
secrecion GC fetal.

En un grupo de ratas adrenalectomizadas bilateralmente el dia 1.° de
gestacion (grupo ADX) y en otro con operacion simulada observamos
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en las crias P1,P8,P12 y P22 el desarrollo de sistemas CA por
inmunohistoquimica para la enzima tirosina hidroxilasa (TH).
Posnatalmente se observa aumento gradual en la densidad de marcaje
para TH menos en la inervacion CA al estriado ventral que disminuye. La
inervacion septal y cortical incrementa en la 2.* y 3.% semanas posnatales,
coincidiendo con el pico de sinaptogénesis y crecimiento dendritico en
areas corticales. En crias de ADX, la mayoria de las neuronas
inmunomarcadas muestran reduccion del desarrollo dendritico hasta
P12. Las aferencias CA al estriado dorsal disminuyen en ADX, pero se
incrementan en la ruta mesolimbica ventrolateral hasta P12. En estriado
y n. accumbens, cuyos picos de neurogénesis coinciden con una ausencia
total de GC en ADX, se vio un retraso de las conexiones nigroestriatales
dorsomediales en este grupo. En areas cuyos picos de neurogénesis no
coinciden con ausencia de GC, no se vieron cambios. Asimismo, la
inervacion CA a hipocampo y neocorteza es menor en crias de ADX.
La expresion CA temprana y sus modificaciones por efecto de la
adrenalectomia materna sugieren un papel regulador de estos
neurotransmisores en el desarrollo encefalico.

Financiacion: PR 269/98-8195.
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IMPLICACION DE LA DOPAMINA EN LA MADURACION
NEURONAL DEL NUCLEO ESTRIADO

Pezzi S, Alberch J
Departamento de Biologia Celular y Anatomia Patol dgica.
Universidad de Barcelona

En el presente trabajo se ha estudiado la implicacién de las vias
dopaminérgicas nigroestriatales y las glutamatérgicas corticoestriatales en
el desarrollo y maduracion de las neuronas del nticleo estriado. Para ello se
harealizadounalesién al segundo dia posnatal (P2) con 6-hidroxidopamina
(6-OHDA), una lesion a P7 con acido quinolinico (QUIN), o bien ambas
en un modelo de doble lesion (6-OHDA a P2 y QUIN a P7) realizandose
el analisis a P30. Una tinica inyeccion de 6-OHDA o de QUIN provoca una
reduccion en el volumen total del ntcleo estriado, siendo ésta maxima
cuando serealiza la doble lesion. La lesion excitotoxica inducida por QUIN
a P7 sobre las neuronas calbindina-positivas es revertida por la falta de
inervacion dopaminérgica. Las neuronas parvalbumina-positivas son
sensibles a la ablacion dopaminérgica y a la excitotoxicidad inducida por
QUIN, pero el patron de la lesion no esta alterado con la doble lesion. Por
el contrario, el numero de las neuronas colinérgicas no varia indicando una
resistencia a los distintos tipos de lesion. También se ha analizado por
immunohistoquimica sustancia P y encefalinas, mostrando cambios en el
volumen y en el marcaje de las fibras segtin el tipo de lesion.

Estos resultados indican que la inervacion dopaminérgica regula la
maduracion de las distintas poblaciones de neuronas estriatales y su
respuesta a estimulos excitotoxicos.

Financiacion: CICYT (SAF-2002-0314), Fundacié La Caixay Fundacion
Ramon Areces.
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EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA MATERNA

EN LA EXPRESION POSNATAL DE LOSRECEPTORES
IONOTROPICOS DE GLUTAMATO EN EL CEREBELO
DE RATA

Tecedor L 8 Machin C? Peinado V °, RtaC?

2Departamento de Biologia Celular (Morfologia Microscépica),
Universidad Complutense de Madrid. ® Departamento de Biologia

Animal |1 (Fisiologia), Universidad Complutense de Madrid

La rata expresa receptores de glucocorticoides (GC) a partir del dia 13
de gestacion (E13) aunque los GC fetales se secretan desde E17. En este
intervalo los GC en el feto son maternos. Para conocer los efectos de
estos GC maternos, el dia 1 de gestacion se adrenalectomizd
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bilateralmente un grupo de madres (ADX) y en otro se simuld la
operacion (control). En los dias posnatales P1,P8,P12 y P22 se estudiaron
inmunohistoquimicamente las subunidades NR1 del receptor NMDA y
GluR1,GluR2/3 y GluR4 del receptor AMPA.

La expresion de estas subunidades varia en el desarrollo postnatal. Las
crias de ADX presentan retraso madurativo respecto al control,
diferencias que van disminuyendo y no se aprecian en P22. En P1 la
expresion de NR1 revela un retraso del patron de migracion en crias de
ADX al aparecer mayor niimero de células migrando y menos situadas
en destino. En P8 las células de Purkinje muestran en las crias de ADX
un menor desarrollo dendritico. La expresion de GluR 1 y GluR4 indica
un retraso madurativo en P1 de la glia de Bergman y de la migracion
celular y en P8 de las capas molecular y granular en el grupo ADX. El
marcaje para GluR2/3 en la capa de Purkinje de P1 es en células basket
y de Lugaro y en P8 es en células de Purkinje. En el grupo ADX esta
transicion de marcaje a las células de Purkinje esta retardada. El retraso
observado en la expresion de los receptores estudiados indica un papel
regulador de los GC maternos en el desarrollo del cerebelo.
Financiacion: PR 269/98-8195.
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PAPEL DE LOSRECEPTORESDE HORMONA
TIROIDEA EN EL DESARROLLO DE LOSASTROCITOS

Manzano J? Morte B2 Scanlan T°, Vennstrom B ¢, Bernal J2
#|ngtituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, CSIC-UAM.

Madrid, Espafia.  Departments of Pharmaceutical Chemistry and Molecular
Pharmacology, Univ. California. San Francisco, CA, USA. ° Department of
Cell and Molecular Biology, Karolinska Institute. Stockholm, Seden

La hormona tiroidea controla numerosos aspectos en el desarrollo del
cerebelo através de suinteraccion conreceptores nucleares dependientes
deligando (TRay TR4). Al contrario que en animales hipotiroideos, los
animales deficientes de TR son viables y no presentas signos graves de
alteraciones neurologicas.

Hemos analizado el desarrollo de los astrocitos en animales deficientes
de TRa (TRa -/-). En animales controles la maduracion de los
astrocitos implica un cambio secuencial en la expresion de filamentos
intermedios nestina, vimentina y GFAP. En los animales TR&-/- hay
una clara alteracion en la maduracion de los astrocitos. A P11 la glia
de Bergman presenta un patrén inmunohistoquimico a parches, y
tanto el nimero de GFAP+ como su distribucidén estan alterados,
presentando una acumulacién en la sustancia blanca. El hipotiroidismo
inducido en animales controles produce un retraso en la maduracion
y migracion de los astrocitos, sin embargo al inducir hipotiroidismo
en animales TRa-/- los astrocitos se desarrollan normalmente. Si
tratamos a estos animales con un compuesto agonista de TRa,GC-1,
se observaun fenotipo similar al observado en los animales eutiroideos
TRa-/-. Eltratamiento a animales eutiroideos TRa-/- con un compuesto
antagonista de TR4,NH3, previene las alteraciones observadas en el
desarrollo de los astrocitos. Todos estos resultados indican que en
ausencia de TR4l, la activacion de TR4 ejerce una accion inhibitoria
en la maduracion de los astrocitos.
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PATRON DE EXPRESION DE MARCADORES
DE ASTROCITOSEN EL DESAROLLO DEL CEREBELO

Morte B, Manzano J, Bernal J
Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, CSIC-UAM. Madrid

La hormona tiroidea (T3) controla aspectos criticos del desarrollo del
cerebelo, como lamigracién de las células granulares y la diferenciacion
de las células de Purkinje. En este trabajo hemos analizado el patrén de
maduracion de los astrocitos del cerebelo mediante inmunohistoquimica
con marcadores para los filamentos intermedios nestina, vimentina y
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GFAP desde dia postnatal cero,P0 hasta P32, y la influencia de la T3 en
este proceso.

Desde PO a P4 se observa un extenso marcaje de nestina y vimentina
a través de los astrocitos distribuidos en todos los lobulos y en la glia
de Bergman. Los astrocitos GFAP+ se localizan a PO tinicamente en
la zona del velo medular superior y pueblan poco a poco el cerebelo
a través de la sustancia blanca y alcanzando la capa granular interna
a P4. Sorprendentemente, a P6 el marcaje para los tres marcadores
desaparece en los lobulos anteriores mientras permanece en los
l6bulos posteriores y centrales. Este efecto no se detectd en los
animales hipotiroideos. A P8 astrocitos GFAP+ aparecen de nuevo en
la sustancia blanca del 16bulo anterior. Mediante técnicas de Tunel
hemos analizado si la desaparicion de los astrocitos de los lobulos
anteriores a P6 es debida a muerte celular.

Desde P10 a P32 la maduracion normal de los astrocitos se asocia con
unapérdida de expresion de vimentina y aumento de GFAP en astrocitos
que se distribuyen a través de todo el lobulo cerebelar y abandonan la
sustancia blanca. Los animales hipotiroideos muestran un importante
retraso en estos procesos del desarrollo.
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DESARROLLO PRE Y POSNATAL DE LA PROYECCION
A CAPA | EN CORTEZA FRONTAL Y CINGULAR DE RATA

Galazo MJ, Martinez-Cerdefio V, ClascaF
Departamento de Morfologia, Universidad Auténoma de Madrid

Aunque la proyeccion talamocortical a la capa I (TCI) es un sistema
masivo en el adulto, su desarrollo apenas ha sido estudiado. Hemos
examinado en la rata el proceso de invasion y arborizacion de axones
talamocorticales desde nticleos que en el adulto proyectan abundantemente
a la capa I como el ventromedial, reuniens y anteromedial. Empleamos
trazado axonal anterogrado tras microinyecciones de biocitina en cerebros
embrionarios (E16-21) ex vivo, o de dextrano biotinilado en animales
posnatales (P0-P7).

Respecto a la secuencia de desarrollo de axones talamocorticales,
nuestros resultados coinciden en general con los datos publicados en
estudios con carbocianinas. No obstante, en E18-19 observamos los
conos de numerosos axones marcados que alcanzan la zona marginal
(MZ, futura capa 1), sin extenderse tangencialmente en ella. Esta
invasion podria ser transitoria, ya que en E20-21 ni MZ ni la placa
cortical contienen axones marcados que, en cambio, se acumulan en
gran numero en la subplaca. Mas adelante (E21-P0), los axones invaden
progresivamente desde la subplaca, las capas VIy V a medida que éstas
se diferencian. En PO observamos ocasionalmente algunos axones que
han atravesado la placa cortical y se extienden tangencialmente en MZ/
capa I; sin embargo, la invasion y arborizacion generalizada en esta
capa se produce en la primera semana postnatal. Estos datos indican
que, en roedores, lainvasion y arborizacion del sistema TCI es coetanea
o0 solo ligeramente anterior (1-2 dias) a la invasion talamocortical de la
capa IV, a diferencia de lo observado en carnivoros y marsupiales.
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NEURREGULINA-1ESUN FACTOR QUIMIOATRACTIVO
QUE MEDIA LA MIGRACION TANGENCIAL DE LAS
INTERNEURONASCORTICALES

FlamesN? Long JE®, Lai C¢, Rubenstein JLR®, Marin O
2Unidad de Neurobiologia del Desarrollo, Instituto de Neurociencias

de Alicante, UMH-CSIC. ? Department of Psychiatry. UCSF. San Francisco,
USA. °The Scripps Research Institute. San Diego, USA.

La mayor parte de las interneuronas de la corteza cerebral se originan en el
telencéfalo basal, en una regién denominada eminencia ganglionar medial
(MGE). Las interneuronas alcanzan la corteza a través de una migracion
tangencial que sigue un patron espacio-temporal altamente definido,
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controlada tanto por factores repulsivos como atractivos. Asi, el area
predpticaconstituye un dominio repulsivo para las interneuronas corticales,
mientras que la corteza contiene una actividad atractiva. Las moléculas
responsables de estas actividades no han sido todavia identificadas.
Recientemente, se ha descrito que las interneuronas corticales expresan
ErbB4, un receptor de alta afinidad para neurregulina 1 (NRGI).
Ademas, Nrgl se expresa en la corteza durante la migracion tangencial
de las interneuronas, lo que sugiere que esta molécula podria ser
responsable de la actividad atractiva presente en la corteza. En la
actualidad estamos investigando el papel de NRG1 en este proceso
mediante experimentos in vitro e in vivo. Nuestros experimentos
demuestran que una isoforma difusible de NRGI atrae a células de
MGE en migracion. Ademas, nuestro analisis preliminar de ratones
deficientes para el receptor ErbB4 sugiere que existe una disminucion
en el nimero de interneuronas corticales. Estos resultados indican que
NRGI es responsable, al menos en parte, de la actividad atractiva
presente en la corteza embrionaria que contribuye a dirigir la migracion
tangencial de las interneuronas corticales.
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FUNCION DEL IGF-1 EN EL DESARROLLO

DEL OIDO INTERNO DE RATON

Vigil P? Morales JA 8 Diaz-CasaresA? Rico Y & Castillal ?,
Contreras J°, Cediel R, Varela-Nieto | 2

Instituto de I nvestigaciones Biomédicas Alberto Sols, CSIC-UAM. Madrid.
®Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid

El oido interno es una estructura muy diferenciada responsable de la
audicion y del equilibrio. Los factores de crecimiento semejantes a
insulina (IGF) participan en su morfogénesis y maduracion funcional.
La mutacién en humanos del gen Igf-1 causa sordera neurosensorial
(Varela-Nieto et al. Mol Neurobiol 2003).

El déficit de IGF-I causa un retraso en la diferenciacion neuronal,
menor mielinizacion y sinapsis anormales en la coclea postnatal del
raton,. Los ratones nulos IGF-1 a edad P5 no presentan alteraciones en
lacoclea, lo que sugiere la existencia de mecanismos de compensacion
en las etapas anteriores.

Mediante inmunohistoquimica, se analizo la presencia de los factores
y receptores de la familia de la insulina en cocleas de ratones igf-1+/—
y +/+. A P5 se observa un aumento de IGF-II en el érgano de Corti y en
el ganglio coclear, y del receptor de insulina en éste Gltimo. En paralelo
se estudio el fenotipo vestibular asociado. La cuantificacion de la
expresion de estos genes se realizd mediante RT-PCR a tiempo real.
Finalmente, se utiliz6 el test de ABR (auditory brain response) para
conocer si los ratones deficientes en IGF-I presentan alteraciones
auditivas, a P30 se aprecia un incremento en los umbrales de audicion
y en la latencia respecto a los controles lo que sugiere que presentan una
menor velocidad de conduccién del estimulo sonoro.
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IMPLANTE INTRATECAL DE CELULAS
MESENQUIMALESDE MEDULA OSEA

Serrano AB, Paino CL

Servicio de Neurobiologia-Investigacién, Hospital Ramoény Cajal. Madrid

El estroma de la médula dsea contiene células mesenquimales que son
facilmente aislables y expandibles en cultivo. Hemos estudiado la
posibilidad de utilizar estas células para implantes autologos que liberen
sustancias neuroactivas en el SNC. Se sembro estroma de médula 6sea del
fémur de ratas en medio a-MEM/20% FBS y las células mesenquimales
se seleccionaron por su adhesividad al frasco de cultivo. Tras 7-10 dias
de expansion las células se marcaron con bisbenzimida (tincion de DNA).
Al dia siguiente, se tripsinizaron y se marcaron adicionalmente con
PKH26 (dil, citopldsmico), y se mantuvieron en medio L-15a4°C durante
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0-2 horas hasta su implante. Simultdneamente se prepararon ratas adultas
para el implante intratecal de células mediante puncion lumbar directa
(De la Calle y Paino. Brain Res Bull 2002; 59: 245). Asi, tras el flujo
espontaneo de 50 pL de LCR, se inyectaron, por la misma aguja, 20 L
de suspension celular (100.000 células/uL). A los 7 o 70 dias, se
perfundieron las ratas con fijador y se extrajeron las médulas espinales,
las meninges y las raices nerviosas. Se observaron células doblemente
marcadas en niveles toracicos y lumbares del canal vertebral, adheridas
a las meninges y a la superficie de las raices y aparentemente integradas
en estos tejidos. Secciones de la médula espinal al vibratomo mostraron
asimismo células tefiidas en la superficie pial e, incluso, adentradas por
los septos espinales. Estos resultados sugieren que las células
mesenquimales de médula 6sea se integran establemente en las meninges,
por lo que podrian utilizarse como bombas biologicas para la secrecion
de sustancias neuroactivas al LCR.
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PAPEL DEL SITIO SHC DE TrkB EN LA SUPERVIVENCIA

DE LASNEURONASMOTORASINDUCIDA POR BDNF Y NT4
Terrado J?°, Postigo A ¢, Ferri A®, Klein R¢, Kato AC"

2 Departamento de Medicinay Cirugia Animal, Universidad Cardenal
Herrera-CEU. Moncada, Valencia.  Department APSIC and Division of
Clinical Neuromuscular Research, Faculty of Medicine, University of Geneva,
Switzerland. °European Molecular Biology Laboratory. Heidelberg, Germany

En este trabajo hemos estudiado los mecanismos moleculares que median
las actividades biologicas de TrkB en las motoneuronas, utilizando ratones
transgénicos alos que se generd una mutacion en latirosina yuxtamembrana
del gen de TrkB (trkBshc/shc). Esta tirosina se une a las proteinas
adaptadoras Shc y FRS2, y se cree que es decisiva en las propiedades de las
neurotrofinas en cuanto asupervivenciay diferenciacion. Aqui presentamos
elestudiodel papel de estamutacion en lasupervivenciade las motoneuronas.
En primer lugar comprobamos el nimero de neuronas motoras de los
ratones trkBshc/shc frente a los ratones control (no mutantes) y no
detectamos diferencias significativas. A continuacion realizamos la
transeccion del nervio facial en ratones recién nacidos y estudiamos la
capacidad de BDNF y NT4 para rescatar las motoneuronas lesionadas en
trkBshc/she. Nuestros resultados muestran que la capacidad de BDNF para
inducir la supervivencia de las neuronas motoras en ratones trkBshc/she es
la mitad que en los ratones control. NT4 tiene intrinsecamente menor
capacidad para rescatar neuronas. Sin embargo, la supervivencia producida
por NT4 no se vio afectada por la mutacion ya que el nimero de neuronas
que sobrevivieron a la lesion tras el tratamiento con esta neurotrofina fue
similar en ratones control y en mutantes. Estos resultados sugieren que los
mecanismos por los que BDNF y NT4 median la supervivencia de las
neuronas depende del ambiente celular en que se desarrollen.
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DIFERENCIACION DE CELULASMADRE NEURALES

DE LA EMINENCIA GANGLIONAR Y DEL BULBO
OLFATORIO: COMPARACION DE SU POTENCIALIDAD
Vergafio-VeraE? Yusta-Boyo MJ? De Pablo F?, De Castro F°,
Vicario-Abgjon C?

2Grupo de Factores de Crecimiento en el Desarrollo de Vertebrados,
Centro de Investigaciones Biol dgicas, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas. Madrid. ®Instituto de Neurociencias de Castillay Leon-INCYL,
Universidad de Salamanca

Durante el desarrollo embrionario, muchos de los precursores
neuroepiteliales del sistema nervioso (SN) de vertebrados poseen el
potencial de diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, al
igual que la capacidad de autorrenovacion, lo que indica que se trata de
células madre neurales (CMN). Las CMN se han aislado del cerebro de
animales adultos, incluidos primates y humanos. Con el objeto de investigar
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silas CMN poseen especificidad regional en su capacidad para generar los
diferentes fenotipos celulares ya mencionados, hemos aislado CMN de
dos regiones distintas del SN del embrion de raton (E13,5 y E14,5): la
eminencia ganglionar (EG)y el bulbo olfatorio (BO). Las células crecieron
en forma de neuroesferas en flotacion, en presencia de FGF-2 y EGF, y se
estudio su capacidad proliferativa. Mientras que durante los primeros dias
de cultivo las CMN del BO so6lo proliferan en respuesta a FGF-2, las de
EG responden tanto a FGF-2 como EGF. Para iniciar la diferenciacion de
las células se retird el FGF-2 y el EGF, tras los correspondientes pases, y
se mantuvieron durante 3-10 dias en un medio libre de suero. Los
porcentajes de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos obtenidos a partir
de las células de EG y BO fueron significativamente diferentes. Nuestros
resultados sugieren, por tanto, que las células madre derivadas de EG y
BO presentan diferencias intrinsecas tanto en su capacidad para responder
a mitdgenos como en la de generar neuronas y glia.
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MORFOGENESISDEL SISTEMA VISUAL
DEL PEZ CEBRA: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Arenzana FJ, Clemente D, Arévalo R, Aijon J, Porteros A
Departamento de Biologia Celular, Universidad de Salamanca

Durante la morfogénesis de la via visual, los axones de las células
ganglionares abandonan la retina neural y se dirigen mayoritariamente
altecho optico (TO), aunque también a otras regiones diana diencefalicas.
Para establecer el patron morfogenético de las regiones del sistema
nervioso central (SNC) que forman la via visual del pez cebra hemos
estudiado la expresion del antigeno neural zn-1 y de GFAP. Zn-1 es un
antigeno de expresion temprana en el SNC del pez cebra, mientras que
GFAP permite establecer los limites entre las regiones que integran el
tubo neural (Marcus y Easter, 1995).

El antigeno zn-1 se expresa por primera vez a las 36 horas postfecundacion
(hpf) en la retina, estadio en el que aparecen las primeras neuronas
postmitoticas, en el prefectumy en el TO. A las 48 hpfaumenta la densidad
de células marcadas en la retina y en el TO. En este mismo estadio aparece
marcaje para GFAP en procesos de la retina y del TO. Tras la eclosion,
disminuye la expresion de zn-1 tanto en la via visual como en el resto del
SNC. Sin embargo, la expresion de GFAP se mantiene, encontrandose
ademas marcaje en el nervio optico entre las 60 hpf'y las 96 hpf.

El analisis combinado de la expresion de zn-1 y GFAP permite
caracterizar morfol6gica y neuroquimicamente las poblaciones neurales
delaviavisual en desarrollo. Ademas, la expresion transitoria de GFAP
en el nervio Optico podria estar relacionada con la ordenacion de las
proyecciones retinianas pioneras.
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EFECTO DEL BLOQUEO DE LOSRECEPTORES

DE ESTROGENO EN LA ACCION DE | GF-|

SOBRE LA NEUROGENESISHIPOCAMPAL ADULTA
Pérez-Martin M 2 Azcoitial ®, Trejo JL 2 Sierra A2,
Garcia-SeguraLM 2

3| ntituto Cajal, CSIC. Madrid. ® Departamento de Biologia Celular,
Universidad Complutense. Madrid

El hipocampo es una de las regiones del SNC de mamiferos donde la
produccion de neuronas contintia en etapas posnatales. Las nuevas neuronas
procedentes de precursores localizados en la zona subgranular del giro
dentado, se diferencian en neuronas granulares funcionalmente activas.
Entre los factores que favorecen la neurogénesis destacan el IGF-1 y el
estradiol (E2). En este estudio hemos valorado la posible interaccion de
estos dos factores en la regulacion de la neurogénesis hipocampal adulta.
Ratas hembras fueron ovariectomizadas y tratadas con IGF-I, E2 o el
antagonista del receptor de estrogeno (ICI 182,780) durante una semana,
recibiendo diariamente una inyeccion de BrdU. El mimero total de nuevas
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neuronas fue significativamente mayor en los animales tratados
simultaneamente con IGF-I y E2 comparados con los controles o los
animales tratados solo con IGF-I o E2. El antiestrogeno ICI 182,780
bloqued el efecto de IGF-I sobre el niimero total de nuevas neuronas. Estos
resultados indican que los receptores de estrogeno estan involucrados en la
induccion de neurogénesis por parte de IGF-I en el giro dentado de la rata.
Financiado por la CE (QLK6-CT-2000-00179).
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CELULASMADRE Y PROGENITORAS
EN BULBO OLFATIVO: SENALES DE SUPERVIVENCIA
Y DIFERENCIACION DURANTE EL DESARROLLO

Y usta-Boyo MJ?3, Gonzélez M ®, Bernad A ®, De Pablo F?,
Vicario-Abgjén C?

2Grupo de Factores de Crecimiento en el Desarrollo de Vertebrados,
Centro de I nvestigaciones Biol 6gicas, Consegjo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC). Madrid. ® Departamento de I nmunol ogia y Oncol ogia,
Centro Nacional de Biotecnologia, CSC. Madrid

Durante el desarrollo embrionario de vertebrados, muchos precursores
neuroepiteliales tienen capacidad de autorrenovacion y multipotencialidad,
lo que las define como células madre (CM) neurales. Sin embargo, se
desconocia la existencia de estas células en bulbo olfativo (BO), asi como
la regulacién de su proliferacion y diferenciacion. Hemos aislado y
caracterizado CM procedentes de BO deraton (E12,5-E14,5). Estas células
se mantuvieron en cultivo en presencia de EGF y FGF-2, durante al menos
5,5 meses conservando la expresion del marcador nestina. Mediante
analisis clonal, se comprobd su autorrenovacion y multipotencialidad,
obteniéndose neuronas, astrocitos y oligodendrocitos a partir de clones
procedentes de una célula. Las CMBO se diferenciaron mayoritariamente
a neuronas (52%), que expresaron marcadores como calrretinina, GABA
y tirosina hidroxilasa. En sus axones se detecto la presencia de proteinas
sinapticas como sinapsina-1y SV2. E1 IGF-1y la (pro)insulina potenciaron
los efectos del FGF-2 y el EGF durante la proliferacion de las CMBO. El
IGF-I promovid, su diferenciacion a neuronas y glia. La proporcion de
células diferenciadas fue considerablemente menor en cultivos procedentes
de ratones Igf-1-/- respecto a los silvestres. /n vivo, la ausencia de IGF-I
causO una alteracion en la formacion de la capa de neuronas mitrales.
Actualmente, estamos estudiando los mecanismos de accion del IGF-Iy de
otros factores durante la proliferacion y diferenciacion de las CMBO.
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ANALISISNEUROQUIMICO DE LAS POBLACIONES
DE INTERNEURONASDEL BULBO OLFATORIO
DEL RATON SEYDEY

Murias AR, Weruaga E, Vaero J, Gdmez C, Alonso JR
Instituto de Neurociencias de Castillay Ledn, Departamento de Biologia
Celular y Patologia, Universidad de Salamanca

Los ratones SeyDey poseen una mutacion denominada Dickie’s small
eye, que consiste en una delecion de varios genes, entre ellos el Pax-6.
Lamutacién afecta al desarrollo y regionalizacion del cerebro anterior,
incluido el sistema olfatorio y el sistema visual. Los heterozigotos son
mas pequeiios que los homozigotos sin la mutacion, pero alcanzan
edades adultas, mientras que los homozigotos para la mutacién mueren
antes del sexto dia de gestacion.

Describimos los cambios neuroquimicos que se producen en el bulbo
olfatorio principal de los ratones SeyDey. Con la técnica de Nissl
observamos diversos grados de alteracion en sumorfologia en los ratones
heterozigotos. El marcaje de Pax-6 disminuye drasticamente en la capa
glomerular y desaparecen las células periglomerulares positivas para
tirosina hidroxilasa. En la capa plexiforme externa la inmunorreactividad
para la calretinina, calbindina y parvalbimina disminuye. En la capa
plexiforme interna, hay una gran disminucion de células marcadas con
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neurocalcina. Aumenta ligeramente la cantidad de células empenachadas
externas positivas para la 6xido nitrico sintasa I, al igual que la actividad
NADPH-diaforasa, pero ésta desaparece de gran parte las células
periglomerulares que la exhiben en el ratéon normal. Estos cambios
apuntan a una regulacion transindptica de algunos de los marcadores
neuroquimicos estudiados.

Subvencionado por DGES (PM99-0068), Junta de Castilla y Ledn,
Fundacion Samuel Solérzano y Plan Nacional sobre las Drogas.
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EXPRESION DE LA NOSEN LA MEDULA ESPINAL
DE POLLO DURANTE EL DESARROLLO

RiberaJ, Castaiio R, Ciutat D, Calderd J, Casanovas A, Tarabal O,
Casas C, Esquerda J
Departament de Neurobiologia Cel-lular, Universitat de Lleida

Diversos trabajos indican que el NO podria intervenir en procesos
relacionados con la diferenciacion, maduracion neuronal y que en algunos
casos existe una paralelismo entre la produccion de NO y el crecimiento
neuritico relacionado con el establecimiento del patron de arborizacion
dendritica. Hemos estudiado la expresion de NOS en la médula espinal
de pollo entre E-5 y E-12. La expresion de nNOS en la médula espinal
empiezaadetectarse en E-5, periodo en que se observan algunas neuronas
inmuoreactivas en la region mediolateral. A partir de E-5 aparecen
nuevas poblaciones neuronales que expresan nNOS; inicialmente, entre
E-5 y E-6 expresan nNOS una poblacion de neuronas ubicadas en la
region dorsolateral y, posteriormente, aparece una segunda poblacion
neuronal en la region medial de la médula espinal. La expresion de nNOS
en las neuronas de la region dorsolateral coincide con la llegada de las
aferencias de las proyecciones de las neuronas sensoriales (E-5). Por otro
lado, la expresion de nNOS coincide con la entrada de los axones
eferentes sensoriales en la materia gris a E-6. En E-7 i E-8 existe un
progresivo incremento de inmunorreactividad denNOS en el asta anterior,
siendo algunas motoneuronas (MN) inmuorreactivas anNOS, hecho que
coincide con el momento en que las MN empiezan a recibir inputs de las
conexiones aferentes descendentes, los axones sensoriales alcanzan las
proximidades de las dendritas de las MN vy, a su vez, tiene lugar el pico
maximo de la muerte fisiologica de las MN.
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PARTICIPACION DE LA POLI-(ADP-RIBOSA) POLIMERASA-1
(PARP-1) EN LA MUERTE NEURONAL CAUSADA POR EL
NMDA EN LA MEDULA ESPINAL DE POLLO

Ribera J, Casanovas A, Tarabal O, Casas C, Calderd J, Ciutat D,
Esguerda J
Departament de Neurobiologia Cel-lular, Universitat de Lleida

En estudios anteriores hemos puesto de manifiesto que la administracion
deuna dosis de NMDA in ovo a partir de E-8 provoca la muerte masiva
de motoneuronas (MNs) y otras poblaciones neuronales de la médula
espinal. Esta muerte neuronal no esta asociada a la activacion de
caspasas, pero provoca una condensacion periférica de la cromatina
nuclear y un marcaje positivo para TUNEL. Entre los mecanismos que
causan el efecto neurotdoxico del NMDA se han propuesto, de una
forma secuencial: incremento de Ca™" intracelular, activacion de la
NOS, génesis de ONOO™, activacion de la PARP-1 como respuesta a
las roturas del DNA provocadas por ONOO™ y caida de los niveles de
NAD y de ATP, lo cual provoca muerte neuronal por deplecion
energética. Hemos observado que, tras la aplicacion de NMDA a
embriones E-10, se provoca un fuerte incremento de la poliADP-
ribosilacion de proteinas nucleares, acontecimiento que va acompafiado
de una reduccion significativa de los niveles de NAD" y ATP. Junto
con estos cambios también hemos observado una traslocacion nuclear
de AIF (apotosis inducing factor). El tratamiento farmacoldgico con
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7NI, inhibidor de nNOS, reduce parcialmente la poliADP-ribosilacion
de proteinas mientras que la 3-AB y DPQ, inhibidores especificos de
PARP-1, bloquean totalmente la poliADP-ribosilacién de proteinas.
Losresultados preliminares indican que los inhibidores farmacologicos
de PARP-1 atentian la lesion neuronal causada por tratamiento
excitotoxico con NMDA y podrian ejercer cierto efecto protector.

Enfermedad de Parkinson
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C2-CERAMIDE CYTOTOXICITY INASTROCYTESINVOLVES
THE EARLY INHIBITION OF CTP:PHOSPHOCHOLINE
CYTIDYLYLPHOSPHOTRANSFERASE AND PROMOTES
ITSREDISTRIBUTION FROM GOLGI AND ER MEMBRANES
TOTHECYTOSOLIC AND NUCLEAR COMPARTMENTS

Ramos B 2, Garcia-Andreolotti A 2, Picatoste F2, Jackowski S°,
Claro E?®

2| nstituto de Neurociencias, Universidad Auténoma de Barcelona.

®S Jude Children’s Research Hospital. Memphis, USA

Early inhibition of phosphatidylcholine biosynthesis in astrocytes by
the cytotoxic agent C2-ceramide took place with accumulation of
phosphocholine and decrease of CDP-choline, consistent with the
blockade of the CTP:phosphocholine cytidylyltransferase (CCT)-
catalyzed step. Analysis ofthe subcellular distribution of CCT isozymes
by western blot and indirect immunoflorescence confocal microscopy
showed CCTain Golgi structures, endoplasmic reticulum (ER), cytosol,
and in the nucleus, while CCTb2 was absent in the nucleus and Golgi.
Treatment with C2-ceramide promoted the increae CCTa in the cytosol
and within the nucleus. These results show that inhibition of PtdCho
synthesis by C2-ceramide, which is determinant for its cytotoxic action,
takes place with the disturbance of membrane association of CCT
isozymes, and the increased nuclear localization of CCTa.

P 52

MECANISMOS DE NEURODEGENERACION

INDUCIDOS POR DOPAMINA
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La dopamina libre en el citosol celular puede tener un papel clave en los
mecanismos que conducen a la degeneracion neuronal y, por lo tanto, en
la génesis de la enfermedad de Parkinson u otros procesos
neurodegenerativos. En el presente trabajo se han utilizado células de
neuroblastoma humano SH-SYS5Y para estudiar el tipo de muerte celular
y la activacion de rutas intracelulares inducidas por dopamina. La
exposicion durante 24 h a dopamina 100-500 uM disminuye la viabilidad
respectivamente en un 40 y 60%. zVAD.fimk, inhibidor no selectivo de
caspasas, no protege este proceso. La activacion de caspasa-3 es minima
y se observa fragmentacion nuclear en tan solo un 5% de las células. En
cambio, en las células aun adheridas, se observan signos morfologicos de
autofagia, especialmente la presencia de abundantes vacuolas citosdlicas
con inclusiones intravacuolares. También resulta activada la expresion
de la proteina apg-3, ligada a la formacion del autofagosoma. Se observa
agregacion mitocondrial con preservacion de la funcionalidad. La
membrana plasmatica y el niicleo mantienen su integridad. La dopamina
activalas quinasas de respuesta a estrés, INK y p38, perono ERK o MEK.
Los efectos de la dopamina sobre la viabilidad celular se protegen
significativamente con N-acetilcisteina y acido ascorbico, parcialmente
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con nomifensina, inhibidor del transporte de dopamina, con el inhibidor
de la autofagia 3-metiladenina, y con los inhibidores de la JNK y p38,
respectivamente SP600125 y SB203580. Ladopamina incrementa también
la expresion de alfa-sinucleina, la proteina mas abundante en los cuerpos
de Lewy, y la activacion de Akt, proceso que puede estar ligado a un
mecanismo de supervivencia o de diferenciacion inducida por dopamina.
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INTERACCIONESANORMALESDE ALFA-SINUCLEINA
CON RAB3aY RABFILINA EN LA ENFERMEDAD DE LOS
CUERPOSDE LEWY DIFUSA
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El presente estudio examina las interacciones de alfa-sinucleina con
rab3a y rabfilina mediante las técnicas de arrays de anticuerpos,
immunoprecipitacion y pull-down en el cortex entorrinal de casos
control junto con la enfermedad de los cuerpos de Lewy difusa (LB). La
immunoprecipitacion con alfa-sinucleina muestra union con rabfilina
en los controles pero no en los casos LB. Ademas,rab3a interacciona
con las fracciones de alfa-sinucleina de alto peso molecular sélo en LB,
coincidiendo con los arrays de anticuerpos.

Se compararon estos resultados con los obtenidos en el ensayo pull-down
utilizando rab3a, rab5 y rab8 las cuales estan etiquetadas con 6 histidinas
y con un epitopo flag, haciendo ademas el immunoblot con anti-flag. En
LB aparecen unas bandas de 17 kDa correspondientes a la sinucleina,que
de forma mas leve aparecen también en los controles. Asi mismo sélo en
LB, se observan bandas de un peso molecular mayor (36 kDa) después del
pull down con rab3a, rab5 o rab8. Estos resultados corroboran estudios
previos acerca de la interaccion de rab3a con rabfilina en casos control,
y afladen informacion sustancial sobre la disminucion en la union de estas
dos proteinas,y del aumento de las uniones de rab3a con los agregados de
alfa-sinucleina en los casos LB. Dado que tanto sinucleina, como rab3a
yrabfilina participan en la liberacion y fusion de las vesiculas sinapticas,
se puede sugerir una alteracion en el procesos de exocitosis de
neurotransmisores en la enfermedad LB.
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ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL, NEUROGENESIS,
NEUROTRANSMISORESY ENVEJECIMIENTO:

ESTUDIO DE LASCONCENTRACIONESDE GLUTAMATO
Y GABA EN EL HIPOCAMPO DE LA RATA DESPIERTA

Segovia G?, GarciaA®, Garcia-Verdugo M °, Mora F?
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En el presente trabajo se estudiaron los efectos del enriquecimiento
ambiental sobre la neurotransmision en el hipocampo de la rata despierta
durante el envejecimiento. Se utilizaron ratas Wistar macho (2 y 25
meses) mantenidas en condiciones de enriquecimiento ambiental o control
durante 8 semanas. En la cuarta semana del experimento se les inyectd
bromodeoxiuridina (40 mg/kg, 7 dias) para la valoracion de laneurogénesis.
Nuestros resultados confirman que el enriquecimiento ambiental aumenta
laneurogénesis en el hipocampo deratas adultas jovenes y viejas. Durante
la octava semana se estudio la memoria espacial mediante el test del
laberinto de Morris, observandose una mejor respuesta de los animales
jovenes, pero no viejos, mantenidos en enriquecimiento ambiental. 3-4
dias tras la implantacion estereotaxica de canulas guias se llevaron a cabo
experimentos de microdialisis en el hipocampo (CA3), estudiandose las
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concentraciones extracelulares de glutamato y GABA en condiciones
basales y tras estimulacion con K+ (100 mM). El enriquecimiento
ambiental incremento las concentraciones basales de glutamato, pero no
de GABA, tanto enanimales jovenes como viejos. La liberacion estimulada
por K+ de GABA, pero no de glutamato, fue mayor en animales viejos
mantenidos en condiciones de enriquecimiento ambiental. Estos resultados
sugieren que el enriquecimiento ambiental produce cambios en la
neuroquimica del hipocampo tanto en animales jovenes como viejos.
Financiacion: DGINV-SAF2000-0112.
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RECEPTORESCB1 PARA CANNABINOIDES
EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER: REDUCCION
EN SU EXPRESION Y ACOPLAMIENTO A PROTEINAS G

Ramirez BG? Guzmén M ®, De Ceballos ML @
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La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por el deterioro
cognitivo de los pacientes, por la neurodegeneracion en areas corticales
e hipocampo, junto con la presencia de placas seniles y ovillos
neurofibrilares. Los receptores CB1 poseen una amplia distribucién en
el cerebro, incluyendo corteza cerebral e hipocampo, y todas las células
neurales lo expresan en alguna medida. Se ha descrito una disminucion
de receptores CB1 en hipocampo en la EA, a juzgar por estudios
autorradiograficos y de hibridacion in situ. Hemos estudiado los
receptores CB1 en corteza frontal de pacientes de EA y de individuos
control, mediante la fijaciéon de 3H-WIN-55212-2 (WIN), fijacion de
35S-GTP-gammaS estimulada por WIN y por Western-blotting. De
acuerdo con estudios de competicion con agonistas y antagonistas
selectivos el WIN se une a receptores CB1 en corteza cerebral humana.
La fijacion especifica de WIN fue similar en la EA, aunque se observo
una disminucion en la expresion de la proteina. Sin embargo, se obtuvo
unamarcada disminucion (70%) en la fijacion de GTPgammasS inducida
por WIN en la EA, mientras que la fijacion basal se redujo en mucha
menor medida (25%). Los cambios no se correlacionaron ni con la edad
de los sujetos ni con el retraso post-mortem. Resumiendo, en la EA
existe una menor expresion del receptor CB1 y sobre todo en su
funcionalidad, cambios que podrian ser importantes en su patologia.
Financiado por el MCYT (SAF 2002 01566).
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EFECTOSDE LA LESION ESTRIATAL CON
6-HIDROXIDOPAMINA SOBRE LA AUTOESTIMULACION
DE LA CORTEZA PREFRONTAL

Ferrer IMR, Montes R, Chaatouf EH, AlbaF, Vives F
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Universidad de Granada

La enfermedad de Parkinson se caracteriza clinicamente por
alteraciones motoras, asociadas a trastornos psiquiatricos, cognitivos
y motivacionales debido a disfunciéon dopaminérgica en los circuitos
paralelos que conectan ganglios basales con corteza prefrontal (CPF).
Nuestro estudio investigé los efectos de lalesion de la via nigroestriatal
sobre la autoestimulaciéon de la CPF de la rata. Este paradigma
conductual es utilizado ampliamente para el estudio de los mecanismos
centrales de motivacion y recompensa.

El estriado derecho de ratas Wistar fue inyectado con 6-OHDA (32 pg/
4 pL) o vehiculo. Dos meses después se realizo el test de giros
ipsilaterales (lado lesion) inducido por d-anfetamina (5 mg/kg IP) con
el objeto de valorar el grado de lesion producido. Posteriormente, se
implantaron electrodos monopolares en la CPF de los animales, que
se entrenaron para obtener autoestimulacion. La actividad motora
espontanea también fue analizada.
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Los resultados han mostrado que los animales lesionados con 6-OHDA
aprenden a autoestimularse en un tiempo similar al grupo control. Su
tasa de autoestimulacion es mantenida consistentemente, pero es
significativamente inferior al grupo control durante todo el tiempo de
experimentacion (21 dias). Sin embargo, no se encontraron diferencias
en la actividad motora espontanea de ambos grupos experimentales.
Estos resultados sugieren la existencia de un déficit motivacional en
este modelo de parkinsonismo experimental.
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FUNCION DE LOS QUIMIORRECEPTORES
DEL CUERPO CAROTIDEO EN EL ENVEJECIMIENTO

Conde SV #°, Monteiro TC? Obeso A °, Monteiro EC?, Rigual R®,
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El cuerpo carotideo (CC) contiene dopamina (DA) y norepinefrina (NE)
y sumetabolismo muestra una clara relacion con la estimulacion hipoxica
e hipercapnica de este 6rgano quimiorreceptor. Se pretende investigar la
funcion del CC en el envejecimiento. Hemos analizado los efectos de la
edad sobre el metabolismo de DA y NE y sobre la respuesta ventilatoria
a la isquemia, hipoxia e hypercapnia que es mediada por el CC. Los
experimentos se realizaron en ratas de 3 (controles), 12, 18 y 24 meses.
La edad no altera el metabolismo de NE en el CC de rata. Al contrario,
los niveles de DA aumentan un 12, un 45 y un 100% a los 12, 18 y 24
meses. La liberacion de DA inducida por hipoxia de PO,>33 y >20
mmHg se reduce en un 50% y un 37% a partir de los 12 meses. La edad
no afecta la liberacion de DA inducida por elevado [K+]e. La hipoxia
(10% O3, 10 min) y la isquemia (oclusion carotidea, 15 s) aumentan la
frecuencia respiratoria mas en animales viejos que en controles; la
hipercapnia (5% CO», 10 min) aumenta la frecuencia respiratoria igual
a todas las edades. El volumen corriente se redujo con la edad. Se
concluye que el envejecimiento: 1) no altera el metabolismo de NE en
¢l CC; 2) produce alteraciones en el metabolismo de DA que indican una
disminucion de su turnover; 3) produce modificaciones en la respuesta
ventilatoria a la hipoxia y a la isquemia sin una relacion clara con el
metabolismo de DA.

Financiado por CRUP/MEC (A.I.E-41/01) y por la Fundacion Calouste
Gulbenkian.
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SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA DOPPEL
EN NEURITASDISTROFICASDE PLACAS SENILES
EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Ferrer 1, Freixes M, Blanco R, Carmona M, Puig B
Instituto de Neuropatologia, Servicio de Anatomia Patol 6gica, Hospital
de Bellvitge, Universidad de Barcelona. L'Hospitalet de LI., Barcelona

PrP eslaproteina pridnica que se encuentra implicada en las encefalopatias
espongiformes transmisibles (EET). Doppel (Dpl) es una proteina
homologa a PrP altamente expresada en los testiculos y en el corazon que
se expresa durante el desarrollo en el cerebro aunque disminuye
notablemente en el cerebro adulto. En ratones knock-out para el gen
prionico PRNP, hay una sobreexpresion de la proteina Dpl, que predispone
ala pérdida de las células de Purkinje y a la aparicion de ataxia, aunque
no produce ningun efecto sobre la modulacion del scrapie inducido en
ratones. En el presente trabajo se ha realizado el estudio de la expresion
de la proteina Dpl en enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), insomnio
fatal familiar (FFI), enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de
Parkinson (PD), enfermedad de cuerpos de Lewy difusa (DLBD) y en
pacientes control, en distintas zonas cerebrales. En cerebro control, se
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observo immunorreactividad para Dpl en células granulares del cerebelo
y un patrén punteado rodeando las células de Purkinje. No se observo
modificacion ni en CJD ni FFI, ni en neuronas con hilillos en el neuropilo
o cuerpos de Pick en AD y PiD. No obstante, si se observo Dpl alrededor
de los depositos de amiloide de las placas seniles de AD y de la forma
comun de DLBD. No se detectd expresion de Dpl en neuronas con
cuerpos de Lewy, ni en neuritas immunorreactivas para alfa-sinucleina
en PD y DLBD.

Este estudio demuestra por primera vez una expresion selectiva y
ectopica de la proteina Dpl en placas seniles en AD.
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REGULACION DEL FUNCIONAMIENTO DE TRASPLANTES
DOPAMINERGICOSINTRAESTRIATALES. PAPEL DE LOS
SISTEMAS SEROTONINERGICO Y NORADRENERGICO
DEL HOSPEDADOR

Mufioz A, Rodriguez-Pallarés J, Lépez-Real A, GuerraMJ,
Labandeira-GarciaJL

Departamento de Ciencias Morfol 6xicas, Universidad de Santiago de Compostela

La anfetamina se utiliza habitualmente para estudiar la funcionalidad
de las neuronas dopaminérgicas (DA) trasplantadas. Las respuestas de
las neuronas estriatales estan basicamente relacionadas con la liberacion
de DA por el trasplante. Sin embargo, es importante conocer si esas
respuestas pueden ser reguladas por las aferencias estriatales del
hospedador. Para ello, hemos estudiado los cambios producidos en el
comportamiento rotacional y en la expresion de Fos inducida por la
anfetamina en animales con denervacién y trasplante DA sometidos
ademas a lesiones del sistema serotoninérgico o pretratados con el
antagonista de los receptores alfal-adrenérgicos prazosin. Las lesiones
serotoninérgicas agudas con DL-p-clorofenilalanina (pCPA)y cronicas
con 5,7-dihidroxitriptamina bloquearon o redujeron respectivamente la
expresion de Fos inducida por anfetamina (1 mg/kg) tanto en el estriado
trasplantado como en el contralateral. En el estriado con inervacion DA,
el prazosin redujo significativamente la expresion de Fos solo en
presencia de inervacion serotoninérgica. Sin embargo, el prazosin no
disminuyo¢ la expresion de Fos inducida por los trasplantes localizados
en estriados con inervacion serotoninérgica. Estos resultados sugieren
que existe una integracion funcional de las neuronas DA trasplantadas
y el sistema serotoninérgico del hospedador para modular las respuestas
delas neuronas estriatales. Sin embargo, los efectos indirectos producidos
por el sistema noradrenérgico sobre el estriado normal no se observaron
en estriados con denervacion DA vy trasplantes nigrales.

Financiado por XUGA y DGSEIC(PGC).
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SUPERVIVENCIA Y RESPUESTASFUNCIONALES

DE CELULASDOPAMINERGICAS OBTENIDASDE
NEUROSFERAS SOMETIDASA ELIMINACION

DE NEURONAS SEROTONINERGICASE IMPLANTADAS
EN MODELOSANIMALESDE HEMIPARKINSONISMO
Rodriguez-Pallarés J, Parga J, Rey P, Lépez-Rea A, Quiroz C,
Labandeira-GarciaJL

Departamento de Ciencias Morfol dxicas, Universidad de Santiago de Compostela

El uso de terapias celulares como tratamiento para la enfermedad de
Parkinson (EP) conlleva una serie de limitaciones en cuanto a la
disponibilidad de tejido. Por ello se plantea la obtencién in vitro de
células dopaminérgicas (DA) a partir de células troncales o progenitoras.
Sin embargo, la supervivencia de las mismas una vez implantadas suele
ser relativamente baja. En estudios previos hemos demostrado que la
eliminacion de la poblacion serotoninérgica de las neurosferas aumenta
la produccion in vitro de células DA. Sin embargo, es importante
conocer si las neuronas DA asi obtenidas pueden sobrevivir y ejercer
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efectos funcionales una vez trasplantadas a estriados de modelos
experimentales de EP. Hemos empleado neurosferas de células
progenitoras mesencefélicas obtenidas de embriones de ratay proliferadas
enpresencia de EGF. Las neurosferas fueron prediferenciadas durante
2 h e implantadas sin disgregar en el estriado de ratas con lesiones
unilaterales maximas del sistema DA. Tres meses después, los animales
fueron sometidos a test de comportamiento rotacional inducido por
anfetamina (5 mg/kg, IP) para evaluar la eficacia del trasplante y se
observo una reduccion significativa de la asimetria derivada de la lesion
en los animales trasplantados. Los implantes mostraron un importante
nimero de neuronas DA inmunorreactivas para tirosina hidroxilasa
(TH-ir) y fibras TH-ir reinervando el estriado circundante. Ademas, la
presencia de numerosos nucleos Fos-positivos en el estriado que rodea
al trasplante confirmé que estas células trasplantadas no sélo
sobrevivieron, sino que podian responder con la liberacion de DA ante
la administracion de agonistas DA al hospedador.

Trabajo financiado por XUGA y DGSEIC (PGC).
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LA NEUROTROFINA BDNF PARTICIPA EN LA
REGULACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LA VIiA
DOPAMINERGICA EN LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Pineda JR? Canals JM 2 Mufioz MT 2 Bosch M 2 Ernfors P,
Alberch J?
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La integridad de la via nigroestriatal es fundamental para la correcta
coordinacion motora. En el presente estudio se analiza el papel de la
neurotrofina BDNF enlaregulacion de esta viaenun modelo transgénico
de enfermedad de Huntington. Para ello, hemos generado una cepa de
animales doble mutantes, que sobreexpresan la huntingtina mutada y
son deficientes en BDNF (+/-).

Los animales transgénicos para la huntingtina mutada muestran una
menor respuesta a la anfetamina que los animales normales. Este efecto
se agudiza en el animal deficiente en BDNF y con huntingtina mutada a
la vez. Ademads, el analisis morfologico indica que los animales
transgénicos para la huntingtina tienen una reduccién de neuronas
dopaminérgicas del 22 % en la sustancia negra, mientras que los dobles
mutantes muestran un 41% de pérdida neuronal. No se han observado
deficiencias en el niimero de estas neuronas en los animales BDNF +/—.
Actualmente estamos estudiando la viabilidad de la via nigroestriatal con
el trazador retrogrado, fluorogold, y los niveles de receptores D1y D2 en
estos animales.

Nuestros resultados demuestran que el BDNF tiene una gran importancia
en el mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas en la fisiopatologia
de la enfermedad de Huntington.

Este trabajo ha sido financiado por la CICYT (SAF2002-00314 y
SAF2002-00311) del Ministerio de Educacion y Ciencia. JRP tiene una
beca FPU del Ministerio de Educacion Cultura y Deporte y MB es
becario de la Universidad de Barcelona.
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S100b INCREMENTA LOSNIVELESPROTEICOS

DE LA a-SINUCLEINA EN LA LINEA CELULAR HUMANA
DE GLIOBLASTOMA U87-MG

BarrachinaM 2 Dalfo E?, Ferrer | *°
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La S100b es una proteina acidica de 21 kDa secretada principalmente

por los astrocitos, ejerciendo un efecto autocrino y paracrino sobre la
glia, neuronas y microglia. En estudios in vitro con neuronas se ha
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observado que la S100b ejerce un papel neurotréfico o neurotdxico
dependiendo de su concentracion. Sureceptor de membrana es el RAGE
y tras suunion se activa la via Ras-MAPK. En los cerebros post-mortem
de pacientes con la enfermedad de Alzheimer y el sindrome de Down
hay un incremento de la proteina y del mRNA de la S100b,
correlacionando su expresion con los depdsitos de B-amiloide.
Estamos interesados en averiguar si la S100b tiene un efecto sobre los
niveles de la a-sinucleina en un modelo celular de la atrofia
multisistémica. Utilizando una linea celular de glioblastoma humano
denominada U87-MG, observamos que el tratamiento con 10 ng/mL y
1 pg/mL de S100b durante 24 horas solo reduce un 10% la viabilidad
celular con la dosis de 1 pg/mL. Al analizar los niveles de a-sinucleina
por Western blot, detectamos un incremento de 7 y 14 veces
respectivamente a las 24 horas de tratamiento con las dos dosis de
S100b. En las mismas condiciones, otra proteina presinaptica, la
SNAP25, incrementa 14 veces y 6 veces respectivamente. Mediante
RT-PCR hemos comprobado que estas células expresan el receptor
RAGE sugiriendo su union a la S100b. Ademas, el tratamiento con 10
ng/mL y 1 pg/mL de S100b durante 24 horas incrementa los niveles de
ERK1/2 fosforilado unas 15 y 10 veces respectivamente. Sin embargo,
el tratamiento combinado de S100by UO126, un inhibidor de MEK, no
reduce los niveles de a-sinucleina detectados. Por tanto, en las células
U87-MQG, el tratamiento con S100b incrementa los niveles proteicos de
la a-sinucleina independientemente de la activacion de ERK1/2.
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LA INHIBICION DE CASPASASREVIERTE

LA APOPTOSISNEURONAL INDUCIDA POR LiQUIDO
CEFALORRAQUIDEO EN LA ESCLEROSISMULTIPLE
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La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria y
desmielinizante del SNC. Nuestros estudios previos demostraron que el
liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con EM remitente-recurrente
induce apoptosis en cultivos neuronales. Ademas, la apoptosis inducida
estaba relacionada con el grado de discapacidad de los pacientes y con
la densidad de sus lesiones en resonancia magnética.

Enlaregulacion de laapoptosis son esenciales las proteasas denominadas
caspasas. Entre ellas, las caspasas 8 y 9 son iniciadoras en la muerte
celular por apoptosis, la caspasa 3 es la ejecutora de este proceso y la
caspasa | es necesaria en el proceso inflamatorio. En este trabajo hemos
estudiado la actividad de estas caspasas en neuronas tratadas con LCR
de pacientes de EM. La deteccion de actividad caspasa se realizo
mediante su ensayo con sustratos fluorescentes especificos: YVAD-
amc, DEVD-amc, IETD-afc y LEHD-afc. Ademas, los cultivos
neuronales se trataron con inhibidores selectivos para dichas caspasas
(YVAD-cmk, z-VAD-fmk, DEVD-cmk, z-IETD-fmk y z-LEHD-fmk).
Laposiblereversion de lamuerte neuronal por los inhibidores se analiz6
mediante los ensayo de MTT y TUNEL. Los estudios revelaron que
dichos inhibidores fueron capaces, en mayor o menor grado, de bloquear
la muerte neuronal inducida por LCR de pacientes de EM. Estos
resultados demuestran la participacion de las caspasas en la
neurodegeneracion en la EM y sugieren que su inhibicion podria tener
un interés terapéutico.
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MODELOSANIMALESDE ENFERMEDADES
DEGENERATIVASDE LA RETINA:
CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL

Barhoum R® Germain F2 FornsN 2 DelaRosa EJ®, DelaVillaP?
3 Departamento de Fisiologia, Universidad de Alcala. ES. °CIB, CSIC

Existen diversos modelos animales de enfermedades neurodegenera-
tivas. Entre ellos, los ratones rd han sido ampliamente estudiados como
modelo de enfermedad heredodegenerativa delaretina(EHR). Se presente
caracterizar dos modelos muridos de degeneracion retiniana: ratones rd 1
y rd10; de forma paralela se han estudiado ratones no distroficos. Para la
caracterizacién funcional se realizaron registros electrorretinograficos
(ERG) aratones postnatales entre los dias p10y p40. Parala caracterizacion
estructural se realizaron estudios inmunocitoquimicos de retina a distintos
dias de desarrollo postnatal. Se emplearon anticuerpos especificos para
distintos tipos celulares de la retina (fotorreceptores, células horizontales,
células de Miiller).

Los ratones rdl muestran una disminucién de las respuestas
electrorretinograficas a partir del dia p12, siendo nula la respuesta
eléctrica de la retina de estos animales a dia p24. Los ratones rd10
muestran respuestas ERG normales hasta dia p20, mostrando a partir de
entonces una disminucion de sus respuestas electrorretinograficas, las
cuales quedan abolidas a dia p40. Los estudios inmunocitoquimicos
muestran la degeneracion de los fotorreceptores coincide con las
respuestas ERG. De forma paralela, en los ratones distroficos se
observa una desestructuracion de otros tipos celulares retinianos.
Ladegeneracion de los fotorreceptores en los modelos muridos de EHR
conlleva una alteracion en la respuesta eléctrica funcional.
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LA ADMINISTRACION AGUDA DE MPTP EN PRIMATES
NO HUMANOS INDUCE UNA REACCION INFLAMATORIA
Y DEGENERACION NEURONAL DOPAMINERGICA
Vézquez M, Saldise L, Garrido P, Belzunegui S, San Sebastian WE,
Izal A, Luquin MR

Laboratorio de Neurologia Experimental, Departamento de Neurologia

y Neurocirugia, Facultad de Medicina, Universidad de Navarra. Pamplona

Antecedentes. La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por una
pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas (DA) de la sustancia
negra compacta (SNc). Esta pérdida se asocia con una respuesta glial
compuesta principalmente por la activaciéon de microglia y
secundariamente por astrocitos reactivos. La respuesta glial podria
causar efectos deletéreos produciendo prostaglandinas proinflamatorias
al inducir la Cox-2, y citoquinas.

Objetivo. Investigar el patron de neuroinflamacion en el modelo agudo
de EP inducido por MPTP en macacos.

Material y métodos. Cinco macacos a los que se administro6 MPTP (4
dosis 1V, 0,25 mg/kg). Se procesaron 5-7 secciones de tejido con
técnicas inmunocitoquimicas para: Cox-2, HLA-DR, GFAP y TH. Las
secciones contenian: estriado (caudado, putamen), SN, ntcleo
subtalamico y palido medial y lateral.

Resultados. Se observo una reaccion microglial y astrocitica
principalmente localizada en la SN en los 5 animales, siendo de menor
intensidad en el estriado y el resto de nucleos estudiados. Se observaron
células Cox-2 (+) en hipocampo y amigdala asi como una localizacion
de Cox-2 citoplasmatica en aproximadamente un 60% de las neuronas
DA nigrales (TH+).

Conclusion. Estos datos sugieren que los mecanismos inflamatorios
desempeifian un papel primordial en la degeneracion de las neuronas
DA de la SN. Si estos resultados se confirman en el modelo de
intoxicacion cronica, apoyarian la utilizacion de antiinflamatorios en
el tratamiento de la EP.
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RESULTADOSA LARGO PLAZO DEL IMPLANTE
ESTRIATAL DE AGREGADOS CELULARESDE CUERPO
CAROTIDEO EN MACACOSPARKINSONIANOS:
ESTUDIO CONDUCTUAL Y DE PET CON 18F-DOPA

San Sebastian W2, Manrique M 2, Guillén J? SadiselL 2,
Belzunegui S& Arbizu J®, Ciordia E®, Garrido P?, Véazquez M 2,
Izal A? Luquin MR?

#Laboratorio de Neurologia Experimental, Departamento de Neurologia
y Neurocirugia, Clinica Universitaria de Navarra. ° Departamento de
Medicina Nuclear, Clinica Universitaria de Navarra. °Servicio de
Experimentacion y Produccion Animal, Universidad de Navarra. Pamplona

Antecedentes. Estudios previos han demostrado que los implantes de
agregados celulares de cuerpo carotideo revierten el parkinsonismo
inducido por MPTP en monos.

Objetivo. Demostrar que el beneficio motor inducido por los implantes de
agregados celulares se mantiene a largo plazo y se acompafia de un
incremento en la captacion estriatal de 18F-dopa.

Material y métodos. En4 macacos con parkinsonismo grave inducido por
MPTP serealizo un autoimplante estriatal unilateral de agregados celulares
de cuerpo carotideo, en 1 animal el implante fue bilateral y en otro animal
se inyectd vehiculo unilateralmente. Se evaluaron pre y postimplante: las
escalas de incapacidad motoras, test motores finos y captacion estriatal de
18F-dopa.

Resultados. A las 2 semanas del implante las escalas de incapacidad
funcional y los tests motores finos mejoraron en todos los animales,
beneficio mantenido a lo largo de 9 meses. E1PET con 18F-dopa realizado
a los 6 meses del implante muestra un aumento bilateral de la captacion
estriatal de 18F-dopa con respecto al realizado previamente al implante.

Conclusiones. El implante estriatal de agregados celulares induce una
mejoria mantenida y bilateral del parkinsonismo en monos intoxicados
con MPTP y se acompaiia de un incremento en la captacion estriatal de
18F-dopa, lo que indica la funcionalidad del implante.
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EL IMPLANTE DE AGREGADOS CELULARES DE CUERPO
CAROTIDEO INDUCE UN AUMENTO DEL NUMERO

DE CELULASDOPAMINERGICASESTRIATALES

EN MONOSPARKINSONIANOS

Belzunegui S, San Sebastian W, Saldise L, Guillén J, Garrido P,
Vazquez M, Iza A, Luquin MR

Laboratorio de Neurologia Experimental, Departamento de Neurologia

y Neurocirugia, Clinica Universitaria de Navarra, Facultad de Medicina,
Universidad de Navarra. Pamplona

Antecedentes. La administracion estriatal de GDNF mediante un vector
viral a macacos parkinsonianos produce un incremento significativo del
numero de neuronas tirosina hidroxilasa (TH) positivas en el estriado.
Objetivo. Como las células del cuerpo carotideo contienen GDNF,
hemos cuantificado el nimero de neuronas TH (+) estriatales en 2
macacos con implantes de agregados celulares de cuerpo carotideo.
Material y métodos. Dos macacos parkinsonianos con implante
unilateral de agregados celulares de cuerpo carotideo, 2 macacos
control y 2 macacos MPTP no tratados. Se procesaron 8 secciones
estriatales para inmunocitoquimica con TH y GAD. Se cuantific6 el
nimero de neuronas TH (+) en caudado y putamen.

Resultados. Elnumero de neuronas TH (+) en el caudado de los monos
control es inferior al de los animales MPTP. En el putamen implantado
fue superior al del no implantado y al de los animales MPTP. En el
putamen contralateral el aumento fue significativo solamente respecto
a los MPTP. El nimero de neuronas TH (+) en el caudado homo y
contralateral al implante, fue superior al encontrado en los animales
control y MPTP. Las neuronas TH (+) fueron también positivas para
GAD (+) lo que indica su origen estriatal.
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Conclusiones. Estos resultados sugieren que el efecto del implantede
agregados celulares de cuerpo carotideo puede deberse a una liberacion
de GDNF por parte de las células implantadas y a la proliferacion de
neuronas dopaminérgicas estriatales inducida por factores troficos.
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ESTUDIO DEL SITIO DE INICIACION DEL POTENCIAL

DE ACCION A LO LARGO DEL EJE SOMATODENDRITICO
DE NEURONASPIRAMIDALESMEDIANTE MODELOS
COMPARTIMENTALES

Ibarz M, Herreras O
Dept. de Investigacion, Hospital Ramén y Cajal. Madrid

El concepto clasico que establecia un sitio tinico de inicio del potencial
de accion (PA) en el segmento inicial del axén ya no es aceptable.
Varias subregiones de la morfologia neuronal pueden iniciar o conducir
PAs. La investigacion experimental de las propiedades dendriticas no-
lineales esta sujeta a error dada su fuerte dependencia de las condiciones
invasivas de registro. Hemos utilizado un modelo compartimental
realista de morfologia promedio, previamente ajustado mediante
optimizacion guiada experimentalmente (Varona et al. J Neurophysiol
2000; 83:2192. Lopez-Aguado et al. J Neurophysiol 2002; 88: 2809),
para examinar los factores que modulan el sitio de iniciacion del PA en
las neuronas piramidales hipocampicas. Nuestros resultados indican
que la concentracion de entrada excitadora en una subregion dendritica
reducida inicia PAs dendriticos propagados con mas efectividad que
entradas espacialmente dispersas de magnitud equivalente. Entradas
muy distales pueden iniciar PAs que abortan su propagacion, pero que
pueden regenerar un PA en el axon. La distancia eléctrica media entre
la entrada dendritica y la zona de inicio en el ax6n también determina
el sitio de inicio, pero puede ser modulado por un buen niimero de
factores, fundamentalmente la excitabilidad relativa de las dos regiones
iniciadoras. Los cambios del sitio inicial del PA indican varios modos
de operacion computacional global en estas células.

Financiado por PB98/1639 y BEFI102/1767.
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NEUROINFLAMACION CRONICA Y NEURODEGENERACION
POR SOBREEXPRESION CONSTITUTIVA DE LA IL-6.
FUNCION DE LASMETALOTIONEINAS

Moalinero A, Giralt M, Carrasco J, Hernandez J, Camats J, Lago N,
Hidalgo J

Instituto de Neurociencias y Departamento de Biologia Celular,

Fisiologia e Inmunologia, Unidad de Fisiologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Auténoma de Barcelona

Los procesos inflamatorios estan relacionados con diversas patologias
degenerativas del sistema nervioso central. Algunas citoquinas y los
radicales libres estan implicados en estas patologias, siendo la IL-6 una
citoquina de papel relevante en el control de la reactividad glial.
Ratones que sobreexpresan la IL-6 bajo control del promotor del gen de
la proteina acidica fibrilar glial muestran un sindrome progresivo
neurologico muy caracteristico con neurodegeneracion, astrocitosis,
microgliosis, angiogénesis y regulacion al alza de varios genes entre los
que se encuentran los de las metalotioneinas I y II.

Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular ricas en
cisteinas y que ligan metales, Cu y Zn en condiciones fisiologicas. Se
ven alteradas en diversas enfermedades neurodegenerativas, asi como
en diferentes modelos animales de neurodegeneracion. A su funcion en
el metabolismo del Cu y el Zn se le afiaden otras de indole variada:
detoxificadoras, antioxidantes, neuroprotectoras etc.

Evaluaremos los resultados obtenidos a partir del estudio de distintos
modelos animales con expresion constitutiva de la IL-6 y los rela-
cionaremos con la posible funcion protectora de las metalotioneinas I
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y II en el SNC, analizando marcadores de inflamacion y neurodege-
neracion por técnicas inmunohistoquimicas y de expresion génica (RPA).
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DEGENERACION NEURONAL DEL NUCLEO
PEDUNCULOPONTINO EN MACACOSPARKINSONIANOS
CON PALIDOTOMIA POSTEROVENTRAL

Guillén J?, Sdldise L ®, Iglesias E?, San Sebastian WP, Belzunegui S°,
Garrido PP, Véazaquez M®, 1zal A®, Luguin MR®

2Servicio de Experimentacion Animal, Universidad de Navarra. ® Laboratorio
de Neurologia Experimental, Departamento de Neurologia y Neurocirugia,
Facultad de Medicina, Universidad de Navarra. Pamplona

Antecedentes. La palidotomia produce una mejoria de las discinesias
inducidas por L-dopa en pacientes con enfermedad de Parkinson (EP).
El globo palido medial (GPM) envia numerosas proyecciones al nicleo
pedunculopontino (PPN) que tiene una funcion motora reconocida.
Objetivo. Determinar si la palidotomia induce alteraciones morfologicas
del PPN.

Material y métodos. Cinco macacos con parkinsonismo y palidotomia
unilateral, 2 macacos parkinsonianos con palidotomia bilateral y uno
control. La palidotomia produjo discinesias coreicas y mejoria del
parkinsonismo en el lado contralateral a la lesion. La cuantificacion de
las neuronas del PPN se realizé en 12-14 secciones que contenian
ambos PPN, procesadas con NADPH-diaforasa y utilizando un
analizador de imagenes.

Resultados. En los animales con palidotomia unilateral el nimero de
neuronas NADPH (+) del PPN homolateral a la lesion fue
significativamente inferior con respecto al del PPN contralateral y al
del PPN del animal control. En los animales con palidotomia bilateral,
la deplecion neuronal fue similar en ambos PPN y el numero de
neuronas significativamente inferior al del animal control. La
intensidad de la degeneracion del PPN se correlacioné con el grado de
lesion del GPM.

Conclusiones. La palidotomia produce una degeneracion neuronal del
PPN homolateral probablemente secundaria a la degeneracion de las
neuronas del GPM que proyectan al PPN. Estos hallazgos cuestionan la
utilidad de esta técnica en el tratamiento de la EP.
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CARACTERIZACION DE LASCELULAS

DE CUERPO CAROTIDEO DE RATA EN CULTIVO
Cemborain A®, 1zal A? SddiseL ? Belzunegui S? San Sebastian W2,
Vézquez M 2 Garrido P?, Gutiérrez M °, Prosper FP, Luquin MR?
@Laboratorio de Neurologia Experimental, Departamento de Neurologia

y Neurocirugia, Clinica Universitaria de Navarra, Facultad de Medicina,
Universidad de Navarra. ® Departamento de Terapia Celular, Facultad de
Medicina, Universidad de Navarra. Pamplona

Antecedentes. Los implantes de agregados celulares de cuerpo carotideo
revierten los déficits motores en modelos de enfermedad de Parkinson
(EP). Sin embargo, los mecanismos implicados en la recuperacion
motora e inervacion dopaminérgica estriatal se desconocen.

Objetivo. Caracterizar los tipos celulares que existen en el cuerpo
carotideo de la rata y concretamente si en el cuerpo carotideo existen
células con capacidad de diferenciarse hacia células neurales.
Material y métodos. Se extrajo el cuerpo carotideo de rata y tras una
disgregacion celular se cultivo en un medio similar al que se utiliza para
las células MAPC (células adultas multipotenciales obtenidas de médula
osea). La identificacion de la poblacion celular se realizo mediante
inmunocitoquimica y citometria de flujo.

Resultados. Las células de cuerpo carotideo cultivadas en este medio de
cultivo, muestran una alta capacidad de proliferacion y supervivencia
alargo plazo. Estas células resultan positivas inmunocitoquimicamente
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para marcadores de células neurales inmaduras (80 % para Tuj-1y 30%
paraNestinay PSA-NCAM). Ademas, estas células expresan marcadores
de células mesenquimales en un 80-90% mediante citometria de flujo
(HLA-1, CD73, CD90 y CD44).

Conclusiones. Estos resultados sugieren que en el cuerpo carotideo
podria existir una poblacion de células con capacidad de diferenciacion
hacia células neurales, lo cual ampliaria las posibilidades de utilizar
estas células en el tratamiento de la EP.
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LA FLUOXETINA PREVIENE LA NEUROTOXICIDAD
INDUCIDA POR MDMA EN RATASY SU POTENCIACION
POR MALONATO

Gofi-Allo B, Ramos M, Lasheras B, Del Rio J, Aguirre N
Departamento de Farmacologia, Universidad de Navarra. Pamplona

La administracion de 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA,
«éxtasis») produce una degeneracionselectiva de las terminales nerviosas
serotoninérgicas de distintos nucleos del cerebro de la rata.
Recientemente ha sido sugerido que la continua liberacion de serotonina
(5-HT) inducida por la MDMA, produciria un incremento intracelular
de Nat+ que activaria la Na/K ATPasa. Este hecho conduciria al
agotamiento de los depdsitos energéticos intracelulares y posteriormente
aladegeneracion de laterminal nerviosa. Basandonos en dicha hipotesis,
administramos intraestriatalmente malonato (3 mM), inhibidor del
enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, junto con una unica
inyeccion de MDMA (15 mg/kg IP). Siete dias después las ratas fueron
sacrificadas y la concentracion estriatal de S-HT y DA fue cuantificada
por HPLC. La combinacion malonato/MDMA produjo una potenciacion
significativa de la pérdida de 5-HT inducida por MDMA y una mayor
pérdida de DA que la inducida por malonato. Con el fin de bloquear la
salida masiva de 5-HT desde la terminal, otro grupo de animales fue
tratado con fluoxetina (10 mg/kg IP) media hora antes de la combinacion
malonato/MDMA. Dicho pretratamiento no s6lo previno la potenciacion
de la pérdida de DA inducida por la combinacion malonato/MDMA
sino que revirtié completamente los déficit serotonérgicos inducidos
por ambas drogas. Estos resultados parecen apoyar, por tanto, la
hipotesis de partida.

Financiado por EC; QLG3-CT2002-00809.
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EL AMONIO PREVIENE LA APOPTOSISINDUCIDA POR
GLUTAMATO PERO NO LA INDUCIDA POR DEPLECION
DE POTASIO, EN NEURONASDE CEREBELO EN CULTIVO

LlansolaM ? BoscaL °, Hortelano SP, Felipo V 2
2Laboratorio de Neurociencia, Instituto de I nvestigaciones Citol6gicas dela
FVIB. Valencia. °Instituto de Bioguimica, Universidad Complutense de Madrid

La incubacion con glutamato a bajas concentraciones (1-10 uM) o la
deplecion de potasio (K+) conducen alamuerte de las neuronas granulares
de cerebelo en cultivo por apoptosis. Sin embargo no se conoce en detalle
el mecanismo por el cual se produce la apoptosis en cada caso ni si el
mecanismo implicado es el mismo o es diferente para cada situacion.
En este trabajo mostramos que la exposicion cronica a amonio previene
la apoptosis inducida por el glutamato pero no la inducida por deplecion
de K+, sugiriendo que al menos en algin paso el mecanismo de
apoptosis es distinto en cada caso.

La exposicion de las neuronas de cerebelo en cultivo a amonio 100 pM
previene el aumento de calcio intracelular, la despolarizacién de la
membrana mitocondrial interna, la liberacion de citocromo C de la
mitocondria al citosol, la activacion de la caspasa-3 y la fragmentacion
del DNA inducidas por glutamato 5 pM. Sin embargo la exposicion al
amonio no previene la activacion de caspasa-3 o fragmentacion del
DNA inducidos por deplecion de K+.
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Estos resultados indican que los pasos iniciales del mecanismo apoptotico
son diferentes segun la apoptosis sea inducida por glutamato o por
deplecion de K+.

También se muestra que la exposicion cronica aamonio 100 pM previene
la apoptosis inducida por el glutamato porque previene el aumento inicial
de calcio intracelular inducido por el glutamato, evitando la activacion de
los procesos posteriores implicados en el mecanismo de apoptosis.
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PAPEL DE LASCITOQUINASPROINFLAMATORIAS
EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL TRASLESION

Quintana A, Camats J, Giralt M, Hidalgo J, Molinero A
Instituto de Neurociencias, Departamento de Biologia Celular,
Fisiologia e Inmunologia, Universidad Auténoma de Barcelona.
Bellaterra, Barcelona

La criolesion es un modelo de lesion en la corteza cerebral que provoca
una respuesta inflamatoria en la zona afectada asi como en areas
adyacentes. En esta respuesta se observa la infiltracion de células
hematopoyéticas, astrogliosis,microgliosis, un incremento de la
apoptosis y de la sintesis y liberacion de citoquinas proinflamatorias.
El papel de las diferentes citoquinas proinflamatoias se ha abrodado
mediante el uso de ratones deficientes (knock-out) para la interleuquina
6 (IL-6KO), para el receptor 1 del TNFa (TNFaR1KO) y para el
receptor 2 del TNFa (TNFaR2KO).

Se ha evaluado el estado neurohistologico de los animales en presencia/
ausencia de estas citoquinas tras la lesion mediante técnicas histoquimicas
einmunohistoquimicas. Ademas se ha estudiado la expresion de diferentes
genes relacionados con el desarrollo de la respuesta infamatoria en el
sistema nervioso central ICAM-1,Mac1,iNOs,EB22,GFAP), asi como
demarcadores apoptoticos (FAS,RIP,p53,ICE,bcl-2), citoquinas (TNFa,
IL-1a, IL-18, IL-6) y neurotrofinas (BDNF, NGF) mediante RPA
(ribonuclease protection assay).

Con este estudio pretendemos abordar de una manera global el papel de
la interluquina-6 y el del TNFa en la respuesta inflamatoria en un
modelo de lesion en el sistema nervioso central.

Sistemas sensoriales
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LA INSENSIBILIDAD A LOSANDROGENOS

INCREMENTA EL NUMERO DE NEURONAS

EN EL LOCUS COERULEUSDE LA RATA

Pinos H?, Garcia-Falgueras A 2, Fernandez R®, Pésaro E®, Collado P?,
Guillamén A®

2Departamento de Psicobiologia, Universidad Nacional de Educacion

a Distancia. ® Departamento de Psicobiologia, Universidad de A Corufia

En trabajos previos hemos demostrado que el locus coeruleus es una
estructura sexualmente dimorfa en la que las hembras presentan mayor
volumen y niimero de neuronas que los machos y que este dimorfismo
depende de la presencia de estradiol en la hembra. También hemos
comunicado a la literatura que los androgenos podrian inhibir la
diferenciacion sexual neuronal de estructuras cerebrales que presentan
el mismo patréon de diferenciacion que el locus coeruleus. El locus
coeruleus contiene receptores para androgenos y estrogenos. En el
presente experimento verificamos esta hipotesis comparando el locus
coeruleus de ratas macho y hembra que presentan una mutacion en el
gen que codifica el receptor de androgenos (ratas Tfm) con sus hermanos
(controles) que no presentan dicha mutacion. La mutacion produce que
el 85-90% de los receptores de androgenos no sean funcionales.
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Elnumero de células en el locus coeruleus de los machos Tfm es similar
al de las hembras Tfm y las hembras control. Sin embargo, el niimero
de neuronas en el locus coeruleus de los machos controles resulta
significativamente menor que el de los machos Tfm (p< 0.05) y las
hembras control (p< 0.05). Estos resultados indican que al disminuir la
sensibilidad a los androgenos (machos Tfm) se incrementa el nimero de
células en el locus coeruleus. Este hallazgo apoya nuestra hipotesis en
la que sefialamos que los androgenos tienen una funcion inhibitoria en
el patron de dimorfismo sexual en el que la hembra presenta mas
neuronas que el macho.

Este trabajo ha sido financiado por: BOS2000-0145.
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ESTUDIO DE LA INTEGRACION DE ESTIMULOS
SENSORIALESDE DIFERENTE MODALIDAD

EN EL HIPOCAMPO DE RATASANESTESIADAS
Sanchez-Jiménez A, Fernandez-Verén R®, Largo C©
2Departamento de Matemética Aplicada, Facultad de Biologia,
Universidad Complutense de Madrid. ® Departamento de Matematica
Aplicada, E.U. de Optica, Universidad Complutense de Madrid.

°Facultad de Ciencias Experimentalesy Técnicas, Universidad San Pablo CEU

El hipocampo (HPC) es un importante centro de integracion sensorial
multimodal y, aunque se sabe que la actividad ritmica theta (3-12 Hz)
juega un papel fundamental en el procesamiento de este tipo de
informacion, se desconocen aun los principios basicos de dicho
procesamiento. En el presente trabajo se estudia la respuesta del HPC
ante estimulaciones sensoriales de diferente modalidad asi como la
modulacion que el ritmo theta ejerce sobre su integracion. Los datos se
obtuvieron a partir de ratas jovenes adultas Wistar anestesiadas con
diferentes farmacos y bajo diferentes niveles de profundidad anestésica.
Mediante estereotaxia se posicionaron electrodos de registro unitarios
y multiples en la region CA1 del HPC. Se estudiaron dos modalidades
sensoriales: visual y somatosensorial. En CA1l existen neuronas
unimodales y multimodales. El estudio de las multimodales ante estimulos
sensoriales simultaneos indica que dichas neuronas se encargan de la
integracion de informacion de diferente modalidad en funcion de sus
caracteristicas basicas. El analisis de la funcion del ritmo theta revela
que éste estaimplicado en la codificacion e integracion de la informacion
sensorial que llega al HPC.
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PARTICIPACION DE LASCELULASINVERTIDAS

EN EL AREA LiMBICA DEL CONEJO (NEW ZEALAND)
Fuentes M, Mendizébal-Zubiaga JL, Alejo A, Pré-Sistiaga P,
Reblet C, Bueno-L6pez JL

Departamento de Neurociencias, Universidad del Pais VVasco

En las conexiones cortico-corticales las células invertidas proyectantes
se han visto principalmente en la proyeccion hacia atras en la corteza
visual, entre areas asociativas temporales y en el area asociativa visual-
somatosensorial (V-SM). En este trabajo hemos analizado la
participacion de estas células en las conexiones de las areas limbicas
anteriores (8 y 32) por ser éstas areas asociativas. Conejos adultos
recibieron inyecciones iontoforéticas o por presion de 1% de toxina
colérica b(Ctb) en dichas areas. Las inyecciones iontoforéticas se
situaron en una pequefia porcion del area 8. Rostralmente, el marcado
se localizo en las areas 24 y en la parte medial del area 32 donde aparecia
un elevado nimero de células invertidas en capas infragranulares. Mas
caudalmente el marcado retrogrado se localizaba en el area SMI, donde
también se marcaron células invertidas. Las inyecciones de Ctb por
presion abarcaron la parte anterodorsal del area 32 y el area 8. El
marcado fue localizado en las mismas areas, aunque el numero de
células marcadas fue mayor. También en estas inyecciones encontramos
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células invertidas. Aparecieron ademas otras células marcadas en el
area V-SM, darea 17 y en la amigdala basolateral. Estos resultados
sugieren que la proyeccion al area limbica anterior desde estas areas
procede del 4rea 32 o que tienen una proyeccion divergente al 4rea 8 o
al area 32. Las c¢lulas invertidas participan en gran niimero en las
conexiones cortico-corticales estudiadas.

Proyectos 9/UPV/EHU 00212.327-12090 y MCT BSA2001-1179.
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MODELO MATEMATICO DE INTEGRACION

DE LA ACTIVIDAD SENSORIAL EN EL HIPOCAMPO
Makarov V 2, Sanchez-Jiménez A ®, Panetsos F?

2Dept. de Biomatematica, Escuela de Optica, Universidad Complutense
de Madrid. ®Dept. de Biomatemética, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Complutense de Madrid. Madrid

La informacion sensorial, una vez procesada en diferentes areas de la
corteza, llega al hipocampo, donde se utiliza de nuevo para modular la
informacion sensorial de diferente origen que llega posteriormente.
Este procesamiento adicional que sufre la informacion sensorial es
imprescindible para poder ser utilizada por el hipocampo en las funciones
cerebrales de alto nivel en las que esta involucrado. Los mecanismos
mediante los cuales se realiza esta fusion de informacion se desconocen
todavia, aunque los datos experimentales sugieren que ciertas
oscilaciones lentas de lamembrana neuronal juegan un papel primordial.
Proponemos un modelo (matematico y computacional) de red neuronal
organizada en dos niveles que utiliza oscilaciones subumbrales para el
procesamiento de estimulos sensoriales. Las neuronas del primer nivel
pueden descomponer las seflales entrantes en sus componentes
oscilatorios basicos que pueden ser filtrados o modulados por otras
estructuras cerebrales. Asi, los componentes de la sefial que llevan
informacion de gran importancia, pero que presentan una baja intensidad
en el total son amplificados en este nivel. En el segundo nivel, se genera
la sefial de salida definitiva que se origina de la integracion de los
componentes de mayor importancia de la de entrada. El modelo es
robusto al ruido y muestra una gran sensibilidad a estimulos
significativamente diferentes. Estos resultados teoricos son compatibles
con los datos experimentales obtenidos en el hipocampo.
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EXPRESION DE MARCADORES DE CELULASMADRE

Y NEURONALESRETINIANOSEN CELULASEN PROCESO
DE DIFERENCIACION EN EL CUERPO CILIAR

Y LA RETINA PERIFERICA DE MAMIFEROSADULTOS

CuencaN? Martinez-Navarrete GC®, Angulo A ¢, Bellot JL ¢,
Martin-Nieto J°

2Dpto. Biotecnologia, Universidad de Alicante. ® Dpto. Fisiologia, Genética

y Microbiologia, Universidad de Alicante. ° Dpto. Interuniversitario de Optica,
Universidad de Alicante

Recientemente se han identificado en cultivo células del cuerpo ciliar
deroedores adultos que expresan nestina, un marcador de células madre
neuroectodérmicas, las cuales pueden generar in vitro los distintos tipos
neuronales y gliales de la retina. El proposito del presente estudio ha
sido la identificacion de células madre-progenitoras y en vias de
diferenciacion en el cuerpo ciliar y en la retina periférica en distintas
especies de mamiferos adultos. Para ello, secciones de criostato de
retinas de mono, humana y bovina se sometieron a inmunotincion con
anticuerpos contra la nestina y distintos marcadores de neuronas
retinianas (rodopsina, arrestina, GCAP-1, calbindina, calretinina,
parvalbumina, GABA, TH y ChAT) y células de Miiller (CRALBP).
Hemos identificado células que expresan nestina localizadas en la pars
plana del cuerpo ciliar, asi como en la zona periférica de la retina
adyacente a la ora serrata. Estas ultimas células presentan en la retina
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humana morfologia similar a células de Miiller, aunque no expresan
CRALBP. Enestazonahemos observado, en las tres especies estudiadas,
células con morfologia indiferenciada que expresan marcadores
especificos de los distintos tipos neuronales retinianos. Los resultados
obtenidos sugieren que la zona comprendida entre la pars plana y el
inicio de la retina periférica constituye una region donde tiene lugar la
diferenciacion de células madre del cuerpo ciliar en los distintos tipos
celulares de la retina en mamiferos adultos.

Subvencionado por: Generalitat Valenciana (CTIDIB/2002/146) y
Universidad de Alicante (GR02-11).
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RESPUESTA DE LASPROYECCIONESDOPAMINERGICAS
Y GABERGICASMESOESTRIATALESA LA LESION
DOPAMINERGICA CONTRALATERAL

Barroso-Chinea P¢, Rodriguez M °, Gonzélez-Hernandez T 2
2Dpto de Anatomia, Facultad de Medicina, Universidad de La Laguna.
®Dpto de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de La Laguna.
¢Unidad de Investigacion, Hospital Universitario de Canarias, Tenerife

Aunque la dopamina (DA) es el principal neurotransmisor en la via
mesoestriatal, existen dos proyecciones gabérgicas nigroestriatales:
una desde neuronas inmunorreactivas a GABA, GAD67 y PV de la
substancia nigra reticulata (células GABA nigroestriatales) y otra
desde una subpoblacion de neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negracompactay el area tegmental ventral que en condiciones normales
contienen RNAm de GAD65 pero no son inmunorreactivas para GABA
ni GADG65 (células DA/GABA nigroestriatales). Nosotros hemos
estudiado la respuesta de estos tres componentes (DA—, GABA—y DA/
GABA) tras la lesion dopaminérgica contralateral con técnicas
neurofisiologicas y morfologicas. Nuestros hallazgos muestran que
tras la lesion dopaminérgica contralateral: 1) el nimero de células
GABA nigroestriatales aumenta del 6% al 17% del total de células
nigroestriatales; 2) las células DA/GABA se hacen positivas a GABA
y GADG65, y 3). aumenta la velocidad de disparo y la actividad en
rafagas de las neuronas dopaminérgicas, pero no de las que proyectan
al estriado, que pueden estar bajo la influencia de la hiperactividad
gabérgica. Esto sugiere que los componentes gabérgicos de la proyeccion
mesoestriatal pueden ejercer un papel regulador sobre el componente
dopaminérgico, activado o reforzado tras la lesion contralateral, y
dirigido probablemente a restaurar la simetria funcional en los ganglios
basales y evitar la progresion de la degeneracion en las neuronas
dopaminérgicas contralaterales en la enfermedad de Parkinson.
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REORGANIZACION DE CIRCUITOSINHIBIDORESEN LA
EPILEPSIA: CAMBIOSEN LASCELULASEN CANDELABRO
EN EL HIPOCAMPO HUMANO ESCLEROTICO

Arellano J1 8 Mufioz A2, Ballesteros-Y &fiez | 2 SolaRGP, DeFdipe J?
2 Departamento de Neuroanatomia y Biologia Celular, Instituto Cajal. Madrid.
® Departamento de Neurocirugia, Hospital de la Princesa. Madrid

Hemos estudiado la distribucion y caracteristicas neuroquimicas de las
células en candelabro en el hipocampo esclerdtico de pacientes con
epilepsia de lobulo temporal, empleando como marcadores anticuerpos
dirigidos contra el transportador 1 de GABA (GAT-1), contra la
proteina de adhesion N-CAM polisializada (PSA-NCAM) y contra las
proteinas fijadoras de calcio parvalbimina (PV) y calbindina (CB).

En el hipocampo normal, los terminales en candelabro inmunoreactivos
para GAT-1 y PV se localizan en el estrato de células principales de
todos los campos de la formacion del hipocampo, mientras aquellos
inmunorreactivos para CB y PSA-NCAM se localizan exclusivamente
en laparte superficial del estrato piramidal del subiculo. En el hipocampo
esclerdtico, existe una profunda reorganizacion morfologica y
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neuroquimica de las células en candelabro: en zonas discretas del giro
dentado y del asta de Amon, se observan terminales en candelabro
complejos, compuestos de varios axones y multiples botones en torno
al segmento inicial del axon de las células principales. Estos terminales
son inmunorreactivos para PV, y en algunas zonas del giro dentado y de
los campos CA2 y CAl, son inmunorreactivos para CB.

Estos cambios en la morfologia y neuroquimica de los terminales en
candelabro sugiere que los circuitos inhibidores del hipocampo humano
son susceptibles de plasticidad en relacion a procesos patologicos y
pueden desempeiiar un papel relevante en la patofisiologia de 1a epilepsia.
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UN MECANISMO SINAPTICO COLINERGICO
QUE EXPLICA LA FIJACION OCULAR

Navarro JD 2, Alvarado JC?®, Escudero M ¢, Delgado-Garcia JM 2,
Yajeyal®

aDivision de Neurociencias, L.A.B., Universidad Pablo de Olavide. Sevilla.

® Departamento de Fisiologiay Farmacologia, Facultad de Medicina, INCyL,
Universidad de Salamanca. Salamanca. ¢ Departamento de Fisiologiay Zoologia,
Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla. Sevilla

Se ha estudiado in vitro e in vivo la generacion de la actividad neuronal
persistente que permite la fijacion de la posicion del ojo en la Orbita tras
larealizacion de un movimiento ocular. Se obtuvieron rodajas de tronco
del encéfalo de ratas de un mes, incluyendo el nucleo prepositus (NP)
y la formacion reticular paramedial del puente (FRPP). Se realizo el
registro intracelular de las neuronas del NP y de su activacion sinaptica
desde la FRPP. Un pulso eléctrico aplicado a la FRPP produjo la
activacion monosinaptica de neuronas del NP, a través de receptores
AMPA-kainato. Estimulos de 50-200 Hz y 100 ms produjeron
despolarizaciones tardias y duraderas de neuronas del NP, cuya amplitud
y duracion se relaciond linealmente con la frecuencia del estimulo. Este
ultimo efecto se bloqued con atropina y pirencepina (dos antagonistas
colinérgicos) y se reprodujo con carbacol (un agonista colinérgico). El
carbacol aplicado al bafio también redujo la liberacion de glutamato por
los terminales de las neuronas de la FRPP. Microinyecciones de
pirencepina en el NP de un gato despierto y alerta produjeron un déficit
en el mantenimiento de la posicidn ocular, deslizandose el ojo de forma
exponencial hacia el lado de la inyeccion. La aplicacion de carbacol en
el NP del gato despierto produjo el efecto opuesto, con una desviacion
del ojo hacia el lado contralateral a la inyeccién, sobre todo en
oscuridad. Estos hallazgos sugieren que la actividad neuronal sostenida
caracteristica de las neuronas del NP durante fijaciones oculares resulta
de la accién conjunta de sefiales neuronales de velocidad ocular,
provenientes de la FRPP y de la accion facilitadora de terminales
colinérgicos de origen aun no determinado.

Realizado con ayudas de JA/CVI-122 y DGICYT (BF12002-00936).
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GENERACION DE ACTIVIDAD RiTMICA

EN CORTEZA OLFATORIA IN VITRO

Gallego R, Figueroa A, Descalzo VF, Sanchez-Vives MV
Instituto de Neurociencias, Universidad Miguel Hernandez-CSIC. Alicante

En estudios previos hemos descrito una preparacion de corteza cerebral
in vitro que genera actividad ritmica espontanea (<1 Hz) similar a la
que ocurre in vivo durante el suefio de onda lenta (Sanchez-Vives y
McCormick. Nat Neurosci 2000; 3: 1027). Esta preparacion nos
permite estudiar como las propiedades intrinsecas y sinapticas de la
red neuronal cortical interactiian generando patrones de actividad.
Aqui hemos estudiado la generacion de actividad ritmica espontanea
en la corteza olfatoria, precursora de la neocorteza y que mantiene una
segregacion de las aferencias periféricas y las conexiones cortico-
corticales. Registros extracelulares en la corteza olfatoria del hurén

1138

muestran una elevada actividad espontanea basal, organizada en una
variedad de patrones ritmicos que van desde la oscilacion de <1 Hz
hasta patrones epilépticos. Una diferencia fundamental observada es
que la velocidad de propagacion es de unos 100 m/s, un orden de
magnitud mayor que la de las oscilaciones en neocorteza. Alta
actividad espontanea basal, tendencia a la epilepsia y alta velocidad
de conduccion sugieren un balance inhibicion/conectividad recurrente
excitatoria disminuido respecto a la neocorteza. En la actualidad
estudiamos la implicacion de ambos factores en la determinacion de
las caracteristicas de la actividad ritmica y como ésta es modulada por
la estimulacion eléctrica de las aferentes sensoriales frente a las
conexiones corticales recurrentes.

Financiado por HFSP RGP0025/2002-C y MCYT BFI2002-03643.

Neurotransmisores
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EFECTOSDEL TOLUENO SOBRE EL INMUNOMARCAJE
DE GALANINA EN EL HIPOTALAMO DE LA RATA

Morén L 2, Pascual J? Echevarria E@ Portillo MP®, MacarullaMT?®,
Zaate J° AbeciaL C¢ CasisL*®

2Departamento de Fisiologia, Universidad del Pais Vasco. ® Departamento

de Nutricion y Bromatol ogia. °Departamento de Salud Publica

La galanina esun neuropéptido orexigénico que participa enlaregulacion
hipotalamicadel apetito. Por otra parte, el tolueno es un agente neurotoxico
ampliamente utilizado en la industria y como droga de abuso inhalatoria,
que ejerce una accion anorexigena. En base a ello, el objetivo de este
trabajo fue describir el efecto de la exposicion aguda (4 dias) y cronica
(14 dias) a tolueno (1,3 mL/kg/dia, IP) sobre la expresion hipotalamica
regional de galanina en la rata. Para ello, se realizé un estudio
inmunocitoquimico, empleando la técnica de la avidina peroxidasa y
utilizando 3,3'-diaminobencidina como cromégeno, cuyos resultados
fueron interpretados con la ayuda de un equipo computarizado de
analisis de imagen. Las diferencias estadisticas se consideraron en base
al test t de Student (p< 0,05). La administraciéon aguda de tolueno
produjo un incremento significativo en el nimero de células nerviosas
marcadas para galanina a nivel de los nicleos arqueado, paraventricular
y supradptico, asi como en las areas predpticas medial y lateral, sin
cambios en los nucleos dorsomedial, ventromedial, periventricular y
supraoptico. Sin embargo, la administracion cronica (14 dias) no gener6
cambios en ninguna de las regiones analizadas, excepto una reduccion
en el nucleo supradptico. Estos resultados sugieren la implicacion de la
galanina en el mecanismo anorexigeno del tolueno.

Este trabajo ha sido financiado por el Gobierno Vasco (P1-1999-51).
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REGULACION DE LA LIBERACION DE NEUROTRANSMISOR
EN SINAPSISSILENTESY FUNCIONALESEN HIPOCAMPO
Cabezas C, Bufio W

Instituto Cajal, CSIC. Madrid

La liberacion de neurotransmisor, sus propiedades y regulacion asi
como la plasticidad a corto plazo en las sinapsis entre las colaterales de
Schaffer (SCs) y las neuronas piramidales de CA1 pueden ser de gran
importancia funcional en el hipocampo.

Utilizando estimulacién minima, que activa una o muy pocas sinapsis,
realizamos el estudio in vitro, en rodajas de hipocampo de rata, de la
amplitud, el nimero de fallos y la facilitacion por pares de pulsos (PPF)
de las corrientes postsinapticas excitadoras (EPSCs) en las SCs y su
modificacion por el agonista colinérgico carbamilcolina (CCh). Hemos
encontrado que:
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1) En las sinapsis funcionales existe mayor PPF que en las silentes. La
PPF en las sinapsis funcionales es causada por un mayor niimero de
fallosen R1 que en R2 (1°y 2° EPSC), y por una mayor amplitud de R2.
2) CCh incrementa el numero de fallos en R1 mas que en R2 y reduce
la amplitud de R2 en las sinapsis funcionales y no modifica las silentes.
Estosresultados sugieren que CChreduce selectivamente la probabilidad
de liberacion y el contenido vesicular en las sinapsis funcionales y no
en las silentes. Esto es consistente con que las SCs tienen dos tipos
distintos de terminales con caracteristicas de liberacion distintas, unas
presentan mayor capacidad de plasticidad a corto plazo y gran
sensibilidad alaregulacién muscarinicay otras tienen menos plasticidad
y baja sensibilidad a esta regulacion.

Financiado por DGICYT,MEC (PM980113)y MCYT (BF12002-01107).
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REGULATION OF CELL SURFACE
DOPAMINE D2 RECEPTOR DENSITY

Khan Z, Gutiérrez A

2 Departamento de Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Malaga.
® Departamento de Biologia Celular, Facultad de Ciencias, Universidad de
Malaga. Malaga

Spliced Galphai2 (sGi2) protein is a C-terminal splice variant of
heterotrimeric Galphai2 protein. Unlike Galphai2, the sGi2 protein
is not localized on plasma membrane, instead it was found in
intracellular compartments. Galphai2 protein contains a dopamine
D2 receptor interaction site to participate in receptor-mediated
signal transmission. However in contrary, sGi2 protein does not
participate in seven transmembrane receptor signalling and is likely
to be involved in other cellular functions. Here, we report that sGi2
plays a crucial role in controlling dopamine D2 receptor density on
the plasma membrane. Receptor activity of both D2 short (D2S) and
D2 long (D2L) isoforms in whole cell was significantly reduced
when co-expressed with sGi2. The reduction in receptor activity was
dependent on the sGi2 protein concentration. Co-expression of sGi2
with either D2S or D2L receptors led to intracellular accumulation
of both proteins. And affinity-purification of these complexes
revealed the presence of sGi2 protein and D2 receptors, further
demonstrating a specific intracellular interaction between these two
proteins. Therefore, we suggest that this mechanism could serve as
a cellular strategy to retain D2 receptors intracellularly and prevent
them from reaching to the plasma membrane.

This work was supported by Ramoén y Cajal program from MCYT.
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TRANSMODULACION DE RECEPTORES DE ADENOSINA
TRASEXPOSICION CRONICA A AGONISTASSELECTIVOS
Ruiz MA, Ledn D, Villar G, Iglesias |, Albasanz JL, Martin M
Departamento de Quimica Inorgénica, Orgéanicay Bioguimica,

Facultad de Quimica, Centro Regional de Investigaciones Biomédicas.

Ciudad Real

Laadenosina es un nucleodsido distribuido a nivel central y periférico.
En el SNC, actua como neuromodulador, regulando la liberacion de
neurotransmisores excitatorios, como glutamato. A nivel periférico
tiene efecto protector ante situaciones de hipoxia/isquemia. Las
diferentes acciones de la adenosina estan mediadas por su unién a
receptores de membrana, fundamentalmente Al y A2, acoplados a
través de proteinas G a la adenilato ciclasa (AC) de manera inhibidora
y estimuladora, respectivamente. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar la regulacion de estos receptores en cerebro de ratas tras la
administracion cronica de agonistas selectivos, como R-PIA y NECA.
El tratamiento con NECA produjo una desensibilizaciéon de los
receptores A2, asociada a una disminucion en los niveles de alfaGs,
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sin producir variaciones en los niveles de receptores A2 en membranas.
Sin embargo, dicho tratamiento disminuy¢é significativamente la
poblacion de receptores Al de alta afinidad, sin afectar la capacidad
de inhibicion de la AC producida por CHA, ni los niveles de alfaGi
acoplados a los mismos. Por otro lado, el tratamiento con R-PIA
produjo una disminucion significativa en los niveles de receptores
A2 de baja afinidad, sin afectar la capacidad de estimulacion del
NECA sobre la AC. Estos resultados sugieren la existencia de
mecanismos de transmodulacion entre las vias de transduccion
mediadas por los receptores Al y A2 de adenosina tras la exposicion
cronica a agonistas.
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INCREMENTO DE LA ACTIVIDAD NITRERGICA
DURANTE EL ESTRO EN EL NUCLEO DE LA AMiGDALA
MEDIAL ANTEROVENTRAL EN LA RATA

Carrillo B3, PanzicaGC ®, Pinos H?, Guillamén A 2, Collado P2
@ Departamento de Psicobiologia, Universidad Nacional de Educacion

a Distancia. Madrid, Espafia. ®Centro Rita Levi Montalcini,

Dipartimento di Anatomia, Farmacologia e Medicina Legale,

Laboratorio di Neuroendocrinologia, Universita di Torino. Torino, Italy

La amigdala medial es una estructura sexodimorfa perteneciente al
sistema vomeronasal, el cual estd implicado en la elicitacién y
mantenimiento de las conductas reproductoras en la rata. Estudios
previos han puesto de manifiesto que una subdivision de la amigdala
medial, la parte anteroventral (MeAV), expresa actividad para el 6xido
nitrico de forma muy especifica. Ademas, trabajos recientes han
demostrado la implicacion del 6xido nitrico en la modulacion de las
conductas reproductoras. El objetivo del presente trabajo ha sido
estudiar si la actividad de este neurotransmisor en MeAV puede estar
modulada por el estradiol.

Para llevar a cabo nuestro estudio utilizamos 3 grupos experimentales:
machos, hembras en estro y hembras en diestro. La actividad nitrérgica
enMeAV fueanalizada mediante histoquimica paralaNADPH-diaforasa.
Los resultados obtenidos demuestran que, en relacion con la tincion de
NADPH-d en MeAV, existen dos subpoblaciones neuronales, una de
tincion intensa y otra de tinciéon media y que sdlo una de las dos
poblaciones, la mas intensa, podria estar modulada por el estradiol, ya
que las hembras en estro presentan un poblacion significativamente
mayor que los otros dos grupos estudiados.

Nuestros resultados muestran que durante el estro una subpoblacion
nitrérgica especifica es activada en MeAV. Este hecho podria estar
relacionado con los cambios fisiologicos y conductuales que se producen
durante el estro, y confirmaria la participacion de esta estructura
vomeronasal en la reproduccion.

Financiado por MCyT: BOS2000-0145.
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EL TRATAMIENTO CRONICO CON NOMIFENSINA
AUMENTO LASCONCENTRACIONESEXTRACELULARES
DE DOPAMINA Y ACETILCOLINA, PERO NO

DE GLUTAMATO Y GABA,EN EL ESTRIADO

DE LA RATA DESPIERTA

Hernandez LF, SegoviaG, MoraF

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina,

Universidad Complutense de Madrid

Se estudiaron los efectos de la administracion cronica de nomifensina,
un bloqueante de la recaptura de dopamina, sobre las concentraciones
extracelulares de acetilcolina, dopamina, glutamato y GABA en el
estriado de la rata despierta. Se emple6 la técnica de microdialisis
intracerebral y HPLC para el analisis simultdneo de los diferentes
neurotransmisores. Se utilizaron ratas Wistar macho a las que se les

1139



X CONGRESO SENC: COMUNICACIONES POSTER

inyectd intraperitonealmente nomifensina (10 mg/kg) durante 22
dias, realizandose los experimentos de microdialisis en los dias 1,
8,15y22 del tratamiento. La concentracion de dopamina se incrementd
significa-tivamente tras laadministracion de nomifensinano habiendo
diferencias entre los distintos dias de tratamiento. La concentracion
de acetilcolina no registro cambios en los dias 1 y 8 de tratamiento
mientras que enlos dias 15y 22 se produjo un incremento significativo.
No hubo efectos significativos en las concentraciones de los
aminoacidos glutamato y GABA. La administracion de nomifensina
increment6 significativamente la actividad motora de los animales, no
encontrandose diferencias entre los distintos dias de tratamiento. Por
el contrario, la actividad motora basal aumento significativamente a
lo largo del estudio. Estos resultados sugieren que el tratamiento
cronico con un bloqueante de la recaptura de dopamina provoca una
sensibilizacion del sistema colinérgico a la estimulacion por dopamina
en el neoestriado de la rata despierta.

Financiacion: DGINV-SAF2000-0112.
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RITMOS CIRCADIANOSDE ACETILCOLINA
EN LA CORTEZA PREFRONTAL: EFECTOSDE LA
PERFUSION INTRACEREBRAL DE MELATONINA

Maérquez de Prado B, Mora F
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense de Madrid

El objetivo del presente estudio fue investigar el ritmo circadiano de las
concentraciones extracelulares de acetilcolina en corteza prefrontal y
su modulacion por melatonina. Paralelo a estos experimentos se midid
la actividad motora espontanea. Para ello se realizaron experimentos de
microdialisis durante un ciclo de 6 h oscuridad : 12 h luz : 6 h oscuridad
en ratas macho Wistar despiertas. Las perfusiones se realizaron con
LCR a un fluyjo de 1,25 pL/min y se recogieron muestras cada 30
minutos. Laacetilcolina se analizo mediante HPLC acoplada a deteccion
electroquimica. Las concentraciones extracelulares de acetilcolina y la
actividad motora mostraron un ritmo circadiano (p<0,01,n=5; p<0,05,
n=15), siendo sus niveles mas altos durante la oscuridad. La melatonina
(200 y 500 uM) se prefundio en la corteza prefrontal durante 18 horas
apartir del comienzo del periodo de luz. La perfusion de melatonina 200
UM no altero el patron circadiano de acetilcolina ni de actividad motora
espontanea. La perfusion de melatonina 500 uM alter6 el ritmo circadiano
de acetilcolina pero no el de actividad motora espontanea. Estos
resultados sugieren que la melatonina modula el ritmo circadiano de
acetilcolina en la corteza prefrontal.

Financiaciéon: DGINV-SAF 2000-0112 y CM2000-08.5/0070.1/2000.
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INFLUENCIA DEL SEGMENTO C-TERMINAL DE LA
GRAN REGION CITOPLASMICA DE LA SUBUNIDAD a7
EN LA EXPRESION FUNCIONAL DE RECEPTORES
NICOTiINICOSDE ACETILCOLINA

Castelan F, Mulet J, SalaF, Sala S, Criado M

Instituto de Neurociencias de Alicante, Universidad Miguel Hernandez-CSIC

Una de las caracteristicas estructurales de los canales iénicos activados
por ligando es la existencia de una gran region citoplasmica entre los
segmentos transmembranales M3 y M4, practicamente diferente para
cada subunidad. En el receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR)
formado por subunidades 07 hemos observado que el extremo C-
terminal (aminodcidos 426-432) adyacente a M4, es necesario para la
expresion de nAChRs. Con el fin de analizar en mas detalle la influencia
de este segmento, se realizaron mutaciones puntuales en la subunidad
07 de rata y los correspondientes cRNAs se inyectaron en ovocitos de
Xenopus laevis. A continuacion se determing la expresion de nAChRs
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funcionales por medio de fijacion de (1251)-a-bungarotoxina y por las
corrientes producidas al activar con acetilcolina.

Mientras que la doble mutacion D429A/E430A apenas afectd a la
expresion, la triple mutacion R426A/C427A/Q428A provocd un
incremento de ~3 veces en nAChRs funcionales. La mutacion sencilla
R426A tuvo parecido efecto potenciador. Por el contrario, la doble
mutacion S431A/E432A provocd la expresion de nAChRs no
funcionales. A este efecto parecen contribuir ambos aminoacidos, ya
que las mutaciones individuales no produjeron efectos tan acusados.
Estos resultados sugieren que varios aminoacidos de la zona C-terminal
del gran segmento citoplasmico influyen en la expresion de nAChRs de
manera distinta y con mecanismos que actualmente se estan investigando.
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MEDIACION POR CELULASINTERSTICIALES

DE LA NEUROTRANSMISION NITRERGICA

DEL MUSCULO LISO URETRAL

Gonzélez-Soriano J?, Rodriguez-VeigaE?, Cigilenza P?, Costa G,
Triguero D°®, Garcia-Pascual A°

2Departamento de Anatomia y Anatomia Patol 6gica Comparadas,

Universidad Complutense. ® Departamento de Fisiologia (Fisiologia Animal),
Universidad Complutense. Madrid

El 6xido nitrico (NO) actua como neurotransmisor relajante del
musculo liso uretral, a través de la activacion de la guanilato ciclasa
y el consecuente incremento de GMPc. Mediante técnicas
inmunohistoquimicas se ha analizado la localizacion celular de la
acumulacion de GMPc inducida tanto por NO enddgeno como
exodgeno, en preparaciones de la uretra proximal de corderos hembras.
La actividad contractil de las preparaciones fué registrada mientras
el tejido era activado por estimulacion eléctrica transmural (EFS, 2 Hz
durante 1 min) o por adicion de un donante de NO (S-nitrosocisteina,
10 mM durante 2 min), en la presencia de inhibidores de
fosfodiesterasas de GMPc. En el punto de maxima relajacion las
preparaciones fueron rapidamente fijadas y sometidas a un
procedimiento estandard de inmunohistoquimica. Sorprendentemente,
no se observo reactividad para GMPc en las células musculares lisas,
pero si en fibras nerviosas y sobre todo en células estrelladas
similares alas células intersticiales de Cajal. Este patron de reactividad
fué especialmente claro en las preparaciones activadas por EFS. Las
sometidas a S-nitrosociteina muestran una positividad mas difusa
que se extiende a las células musculares lisas. Estos resultados
sugieren que el neurotransmisor nitrérgico actuaria por intermedio
células intersticiales, las cuales inducirian la relajacion muscular por
mecanismos alin no conocidos.

Este trabajo ha sido financiado por MCYT (PM99-0053-C02-01 y
PM99-0053-C02-02).
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DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA
RECEPTOR-EFECTOR DE LA SOMATOSTATINA
EN CORTEZA FRONTOPARIETAL DE RATA
TRASLA ADMINISTRACION DE UNA SOLA DOSIS
DEL PEPTIDO B-AMILOIDE

Aguado-Llera D, Hervas-Aguilar A, Puebla-Jiménez L,
Burgos-Ramos E, Boyano-Adanez MC, Arilla-Ferreiro E
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,

Universidad de Alcala de Henares. Madrid

Enpacientes con enfermedad de Alzheimer se ha descrito una alteracion
del sistema somatostatinérgico cerebral. Sin embargo, se desconoce si el
péptido B-amiloide es capaz de alterar el sistema receptor-efector de la
somatostatina (SRIF) a nivel cerebral. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue investigar el efecto del péptido B-amiloide (25-35)
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sobre el sistema receptor-efector de la SRIF en la corteza frontoparietal
de la rata. La administracion intracerebroventricular de una sola
dosis del péptido B-amiloide (10 pg) a ratas Wistar (200-250 g)
macho disminuy¢ significativamente el nimero de receptores de
SRIF (27,4 %) y aument¢ la afinidad (32,2 %) de dichos receptores
en corteza frontoparietal a los 14 dias de su administracion. El efecto
inhibidor de la SRIF sobre la actividad adenilil ciclasa (AC) basal
y estimulada por forskolina, fue menor (18,6 y 55,5 % menos,
respectivamente) con respecto a los controles. El péptido -amiloide
no tuvo ningun efecto sobre los pardmetros citados a los 7 dias de su
administracion. El péptido B-amiloide no modifico los niveles de las
subunidades Gial, Gio2 y Gio3 en membranas de corteza
frontoparietal. Los presentes resultados demuestran que el péptido [B-
amiloide altera el sistema receptor-efector de la SRIF, hallazgo que
implica a dicho péptido en la alteracion del sistema somatostatinérgico
descrita en la enfermedad de Alzheimer.
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EXPRESION DIFERENCIAL DE MARCADORES

DE LOSSISTEMAS DE NEUROTRANSMISION
GLUTAMATERGICO Y GABERGICO EN CELULAS

DE ISLOTESPANCREATICOS

Baglietto-Vargas D % Lopez-Téllez JF2 Moreno-Gonzédlez | 3,
Marquez J®, Aledo JC®, Gutiérrez A @

2Departamento de Biologia Celular, Genética y Fisiologia. Universidad de Mélaga.
b Departamento de Biologia Molecular y Bioguimica. Universidad de Mélaga

Glutamato y GABA, principales neurotransmisores de caracter excitador
e inhibidor respectivamente dentro del SNC, son de gran importancia en
lafisiologia delosislotes pancreaticos. Existen numerosas discrepancias
en la identificacion fenotipica glutamatérgica o gabérgica de las células
de los islotes. Nuestro estudio analiza la expresion de enzimas,
transportadores y receptores implicados en la sefializacion mediada por
glutamato y GABA en islotes pancreaticos de rata mediante técnicas
inmunocitoquimicas e inmunotransferencias. Una intensa inmunotincion
para KGA y LGA se localizé en células o mientras que la enzima
GADG67 se concentrd en células 3, datos que son compatibles con la
posible liberacion de glutamato por células secretoras de glucagon y de
GABA por células secretoras de insulina. Ademas, las células B
expresan LGA, VGLUT1 y VGLUT?2, indicando que estas células
también podrian liberar glutamato como transmisor. En relacion a los
receptores, las células B expresan NMDARI1, mGluR5, mGIuRS,
mGluR1la y GluR1 mientras que las células a expresan mGIuRS5 y
mGluRS8, lo que es consistente con la idea de que ambos tipos celulares
son regulados por glutamato. Por otro lado, la subunidad al de los
receptores GABA, estd presente en células B, formando parte de
autorreceptores. Nuestro estudio apoya la idea de que ambos
transmisores, glutamato y GABA, juegan papeles muy complejos en la
funcion endocrina pancreatica.

Subvencionado por CTS-0161 y SAF2001-1894.
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ESTUDIO DE LOSRECEPTORESNICOTINICOS

DEL HIPOCAMPO EN RATASALCOHOLICAS

Robles N2®, Ferré N®, Sabria J?

Institut de Neurociencies. ® Departament de Bioquimica i Biologia Molecular,
Unitat de Bioguimica, UAB. ® Departament de Psicobiologia i Metodologia
en CCSS, Unitat de Psicobiologia, UAB

El etanol modula positivamente el receptor nicotinico. En estudios
realizados in vitro a concentraciones comparables a las alcanzadas
en sangre por intoxicacion alcoholica, se produce el desplazamiento
y estabilizacion del receptor en la conformacion activa afin al
agonista. Por otra parte ha sido descrita la regulacion paraddjica al
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alza del receptor nicotinico ante la presencia continuada del agonista.
El etanol pudiera producir, tras consumo cronico, un tipo de
adaptacion farmacodinamica similar. Se ha verificado en ratas
alcoholicas una sensibilizacion para la nicotina intrahipocampal.
En el presente trabajo, se ha estudiado el efecto del consumo cronico
y voluntario de etanol en ratas Wistar no seleccionadas, criadas
seguiin el modelo APP (alcoholismo primario precoz), alcanzdndose
niveles toxicos de etanol en sangre (1,051+ 0,114 g/L), sobre el binding
de receptores nicotinicos del hipocampo. Se obtuvo una preparacion
de membranas de los hipocampos, que se incubd con seis
concentraciones de [3H]Nicotina y se determin6 la Kd y la Bmax.
Los resultados mostraron un aumento (p=0,0006) de la Bmax (50,12
+4,98 fM/mg proteina, grupo control; 84,78 £13,17 fM/mg proteina,
grupo APP) y un aumento (p=0,02) de la Kd (6,62 £1,87 nM, grupo
control; 13,00+4,54 nM, grupo APP). En conclusion, el consumo
cronico de etanol ha producido, en los receptores nicotinicos del
hipocampo, un aumento de la densidad y una disminucion de la
afinidad por el radioligando utilizado.
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EFECTO DE 8-OH-DPAT, AGONISTA 5-HT1A,
SOBRE CAMBIOSEN LA FUNCIONALIDAD

DE RECEPTORESNMDA Y AMPA ASOCIADOS
A PROCESOSDE APRENDIZAJE

Schiapparelli L, Moyano S, Salazar P, FrechillaD, Del Rio J
Departamento de Farmacologia, Universidad de Navarra. Pamplona

La accidn de la serotonina en procesos cognitivos puede atribuirse a un
efecto modulador sobre otros sistemas de neurotransmision, en particular
el glutamatérgico. En este trabajo se ha analizado si el deterioro en la
adquisicion de un aprendizaje evitacion pasiva en rata inducido por
activacion de receptores 5-HT1A se relaciona con cambios en la
expresion y funcionalidad de subunidades de receptores NMDA y
AMPA, en particular NR1 y GIuR1.

Se ha encontrado que 1h después de la induccion del aprendizaje se
produce un aumento de los niveles de la subunidad NR1 y de pNR1-
Ser897 en membranas de hipocampo. Este efecto es prevenido por 8-
OH-DPAT que provoca un claro déficit cognitivo en este test. A este
tiempo no se detectaron modificaciones en los niveles de la subunidad
GluR1. Dado que los cambios en receptores AMPA se ponen de
manifiesto en etapas mas tardias, se estudio su expresion 3h después de
la adquisicion del aprendizaje. A este tiempo se encontré un aumento
significativo de la fosforilaciéon de GIuR1 en Ser845 y Ser831 en
hipocampo. Estos cambios no se observaron en animales pretratados
con 8-OH-DPAT. Los efectos de este agonista sobre los cambios
asociados al aprendizaje fueron revertidos por el antagonista 5-HT1A
selectivo WAY-100635. La activacion de receptores 5-HT1A incide
directamente por tanto sobre el aumento secuencial de la funcionalidad
de receptores NMDA y AMPA asociado al proceso de adquisicién/
consolidacion de la memoria.

Financiado por MCyT, BFI2001-1602.
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EXPRESION DIFERENCIAL DE LAS SUBUNIDADES a1
Y a5 DE LOSRECEPTORES GABAA EN EL HIPOCAMPO
DURANTE EL DESARROLLO POSNATAL DE RATA
Lépez-Téllez JF? VelaJ®, Ramos B®, Del Rio JC®,
Baglietto-Vargas D2 Ruano D", Vitorica J°, Gutiérrez A
2Departamento de Biologia Celular, Genética y Fisiologia,

Universidad de Méalaga. ® Departamento de Bioguimica, Bromatologia,
Toxicologiay Medicina Legal, Universidad de Sevilla

El 4cido y-amino-butirico (GABA), principal neurotransmisor inhibidor
del SNC adulto, ejerce una accion excitadora en estadios postnatales
tempranos. Cambios en la composicion de subunidades de los
receptores GABA pueden contribuir a estas diferencias funcionales.
En el presente trabajo analizamos los patrones de expresion de las
subunidades a1 y a5 en el hipocampo de rata desde el nacimiento (P0)
hasta la edad adulta (P90) mediante RT-PCR, Western blot e
inmunocitoquimica Los niveles de mRNA y proteina para a1l fueron
muy bajos en la primera semana posnatal mostrando un incremento
progresivo hasta la edad adulta, sin embargo a5 mostrd un patron de
expresion opuesto siendo los niveles mas altos en la primera semana
posnatal. Por otro lado, la inmunorreactividad para a1 fue débil en los
primeros dias posnatales, aumentando de forma progresiva hasta P15
donde se alcanza el patrén tipico de adulto en estratos dendriticos e
interneuronas. Sin embargo, la inmunorreactividad para a5 durante la
primera semana posnatal se concentrd en los somas de las neuronas
piramidales de CA1-CA3 y de células granulares del giro dentado. A
partir de P15 y hasta el adulto, la inmunotincién de 05 se concentrd
en los campos dendriticos de CA1-CA3 y giro dentado. Por lo tanto,
estos cambios en la expresion de a1 y a5 pueden estar implicados en
las diferentes propiedades funcionales de los receptores GABA4 en
neuronas hipocampales neonatales y adultas.

Subvencionado por CTS-0161 y FIS 00/0314.
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COEXPRESION E INTERACCION FUNCIONAL
DE RECEPTORES5-HT1A Y 5-HT2A

EN NEURONASPIRAMIDALES CORTICALES.
3. MODULACION DEL CIRCUITO CORTEZA
PREFRONTAL-NUCLEOSDEL RAFE

Artigas F, Amargés-Bosch M, Bortolozzi A, Adell A
Institut d’ Investigacions Biomediques de Barcelona, CSIC (IDIBAPS)

Alrededor de un 60 % de las neuronas de la corteza prefrontal medial
(CPFm) coexpresan losreceptores S-HT1A y 5S-HT2A. Esta area contiene
abundantes neuronas piramidales que proyectan a estructuras
subcorticales como el area tegmental ventral y los nucleos del rafe,
origen de las vias dopaminérgicay serotoninérgica ascendentes. Estudios
previos indican que la estimulacion de receptores 5S-HT2A en CPFm
aumenta la frecuencia de descarga de las neuronas piramidales que
proyectan al rafe, activando de este modo su descarga y la liberacion
terminal de 5-HT. En este trabajo hemos estudiado la interaccion entre
los receptores 5S-HT1A y 5-HT2A en CPFm usando la liberacion in vivo
de 5-HT como un indicador de la actividad de las vias piramidales
descendentes. La aplicacion de agonistas 5-HT1A (BAY x 3702, 8-OH-
DPAT y azapironas) revirti6 el aumento de liberacion de 5-HT producido
por DOI al estimular los receptores 5S-HT2A de CPFm. El efecto de BAY
x 3702 se redujo con el antagonista S-HT1A WAY-100635 y mediante la
inactivacion de los receptores 5-HT1A con toxina pertussis y EEDQ.
Asimismo, laaplicacion de BAY x 3702 y 8-OH-DPAT en CPFm de raton
a) redujo la liberacion local de 5-HT; y b) revirti6 el aumento inducido por
DOI en ratones C57/BL6 control pero no en ratones mutantes nulos (KO
5-HT1A). Asipues, laactivacion de receptores 5S-HT1A y 5-HT2A induce
efectos opuestos sobre la actividad de las vias piramidales de CPFm que
proyectan a las neuronas serotoninérgicas del rafe.
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COEXPRESION E INTERACCION FUNCIONAL
DE RECEPTORES5-HT1A Y 5-HT2A

EN NEURONAS PIRAMIDALES CORTICALES.
2.INTERACCION A NIVEL CELULAR

Puig MV, Celada P, Artigas F
Departamento de Neuroguimica, |1BB-CS C-IDIBAPS

El 60 % de las neuronas de la corteza prefrontal de roedor expresa
receptores 5-HT1A o 5-HT2A, estando coexpresados en un 80% de
dichas neuronas. En el presente trabajo hemos estudiado las respuestas
inducidas en neuronas piramidales de corteza prefrontal medial (CPFm)
por la estimulacion eléctrica de los nucleos dorsal y medial del rafe, que
contienen las neuronas serotoninérgicas que proyectan a CPFm. La
estimulacion de ambos ntcleos produjo dos tipos de respuestas:
excitaciones e inhibiciones. Las excitaciones tienen una latencia media
de 7148 ms, una duracion de 10148 ms y estan mediadas en su mayor
parte por el receptor 5-HT2A, ya que se revirtieron (10/12) con el
antagonista selectivo M100907 (0,2-0,6 mg/kg IV). Las inhibiciones
tienen una latencia media de 8719 ms y una duracion de 15£37 ms 'y
estan mediadas en su mayor parte por el receptor 5-HT1A ya que se
revirtieron (8/10) con el antagonista selectivo WAY-100635 (10-60
ng/kg IV). La estimulacion secuencial de zonas distintas de los nucleos
del rafe produjo respuestas opuestas (inhibitorias a excitatorias o
viveversa) en la misma neurona piramidal. En algunos casos, la
estimulacion del rafe indujo una respuesta inhibitoria cuya reversion
mediante WAY-100635 desenmascard una excitacion que se revirtio
con el antagonista 5-HT2A M100907. Estos datos muestran que la
coexpresion de receptores S-HT1A y S-HT2A en neuronas piramidales
se acompafia de respuestas de caracter opuesto en las neuronas
piramidales de CPFm.
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MODULACION DE LA ACTIVIDAD

DE LASNEURONASPIRAMIDALESDE CORTEZA
PREFRONTAL POR LOSRECEPTORES5-HT2A.
RELACION CON AFERENCIASTALAMOCORTICALES
Diaz-Mataix L, Puig MV, Celada P, Artigas F

Departamento de Neuroquimica, 11BB-CS C-IDIBAPS

La serotonina (5-HT) aumenta los EPSCs en neuronas piramidales de
corteza prefrontal medial (CPFm) por activacion de receptores S-HT2A
supuestamente localizados en terminales talamocorticales (Aghajanian
y Marek, 1999). Estudios previos indican que la estimulacion de
receptores 5-HT2A en CPFm por el alucinégeno DOI aumenta la
frecuencia de descarga de las neuronas serotoninérgicas del rafe dorsal
(RD) y la liberacion prefrontal de 5-HT. En el presente estudio hemos
analizado el efecto de DOI sobre la frecuencia de descarga de neuronas
piramidales de CPFmin vivo y surelacion con las aferencias excitatorias
de los nucleos mediodorsal y centromedial del talamo, que inervan la
CPFm. La administracion IV de DOI aument¢ la descarga (481%) en
21/56 neuronas, inhibiendo (11%) 17/56 neuronas, sin afectar al resto
(19/56) (aumento global de 2.4 veces). Los efectos del DOI, asi como
las excitaciones piramidales inducidas por estimulacion eléctrica del
RD se bloquearon con M100907 (antagonista 5-HT2A). Aligual que el
DO, ladesinhibicion talamica mediante bicuculina aumento la descarga
de las neuronas piramidales y la liberacion de 5-HT en CPFm. Sin
embargo, la estimulacion de receptores p-opioides y mGlu II de la
CPFm revirtio los efectos de la desinhibicion talamica pero no los de
DOI. Finalmente, estos altimos no se alteraron tras lesiones del tdlamo,
lo que indica que DOI actua sobre receptores 5-HT2A piramidales y no
sobre los localizados en terminales axoénicas.

REV NEUROL 2003; 37 (12): 1117-1191
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COEXPRESION E INTERACCION FUNCIONAL
DE RECEPTORESS5-HT1A Y 5-HT2A

EN NEURONASPIRAMIDALESCORTICALES.
1. ESTUDIOS DE HIBRIDACION IN SITU

Bortolozzi A, Serrats J, Mengod G, Artigas F
Departament de Neuroquimica, Institut d' Investigacions
Biomediques de Barcelona, CSIC (IDIBAPS)

Lacorteza prefrontal (CPF) juega un papel clave en diversas funciones
cerebrales superiores. De entre los neurotransmisores presentes en
CPF, se conocen con cierto detalle las acciones de la dopamina. Sin
embargo, el papel de la serotonina es mucho menos conocido, a pesar
de que la CPF esta densamente inervada por axones serotoninérgicos
y posee gran densidad de receptores 5-HT. En el presente trabajo
hemos estudiado la expresion de receptores 5S-HT1A y 5-HT2A en la
CPF de rata y raton mediante doble hibridacion in situ, usando sondas
marcadas con digoxigenina-11-dUTP (5-HT1A) y [33P]a-dATP
(5-HT2A). El porcentaje de células que expresan uno u otro receptor
es aproximadamente un 60 % en ambas especies, con un nivel de
coexpresion de alrededor de un 80%. El mayor porcentaje de
coexpresion en rata se da en tenia tecta y corteza piriforme (88 y 90%).
Elnivel de coexpresion es asimismo muy alto en el area motora (Fr2),
corteza infralimbica y prelimbica (83, 82 y 79%, respectivamente),
mientras que es mucho menor en capas profundas (38%) donde
predomina el receptor 5-HT1A. En ratdn, el nivel de coexpresion es
parecido, oscilando entre un 73 y un 82% en corteza infralimbica y
piriforme, respectivamente, y un 48% en capas profundas. Dado el
bajo porcentaje de receptores 5-HT1A y 5-HT2A en interneuronas
gabérgicas (Santana et al., SENC 2003), los datos del presente estudio
indican que un elevado porcentaje de neuronas piramidales de CPF
expresan ambos tipos de receptores.
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LA FIJACION DEL LIGANDO CANNABINOIDE [3H]CP55-940
NO ESTA ALTERADA EN GLIOBLASTOMASHUMANOS

Hostalot C2, Callado LF®, Garibi JM 2, Meana JJ°
3Servicio de Neurocirugia, Hospital de Cruces. Bizkaia. ® Departamento
de Farmacologia, UPV/EHU. °Departamento de Cirugia, UPV/EHU

Los tumores gliales son la neoplasia cerebral mas comtn en humanos.
Se ha demostrado que diferentes compuestos cannabinoides inducen
apoptosis en células tumorales de origen glial.

El objetivo del estudio fue valorar la fijacion del radioligando
cannabinoide [3H]CP55-940 en membranas de glioblastomas humanos
y en tejido cerebral normal. Los glioblastomas (n=8) se obtuvieron en
el trascurso de intervenciones neuroquirurgicas. Los fragmentos de
cerebro humano control (n=8) procedieron de autopsias judiciales. Una
vez extraidas, las muestras se congelaron a —80°C hasta el ensayo. Se
realizaron experimentos de saturacién con [3H]CP55-940 (0,01-8 nM,
11 concentraciones) en alicuotas de membranas (fraccion P2). La
fijacion no especifica se determind en presencia de WIN55,212-2 (10-
6 M). Los parametros farmacologicos de la fijacion de [3H]CP 55-940
fueron similares en glioblastomas y cerebro humano normal, no
observandose diferencias estadisticamente significativas nien la afinidad
delradioligando (Kd=0,98+0,37nMy 1,7+ 0,48 nM, respectivamente)
ni en la densidad maxima de lugares de fijacion del mismo (Bmax = 1.750
+411fM/mg proteina y 1.416 = 291 fM/mg proteina, respectivamente).
Los presentes resultados parecen descartar la existencia de alteraciones
en la densidad de receptores identificados mediante la fijacion del
radioligando cannabinoide [3H]CP 55-940 en glioblastomas humanos.
Financiado por MCYT (SAF 02/10370E).
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ORGANIZACION DEL SISTEMA GABERGICO
EN EL SACO VASCULOSO CULTIVADO IN VITRO

Ferreiro S, Sueiro C, Anadon R, Lamas J, Rodriguez-Moldes |
Departamento de Biologia Celular y Ecologia, Univ. de Santiago

El saco vasculoso (SV) es un neuroepitelio del hipotalamo caudal de
peces que contiene células gliales de soporte, neuronas gabaérgicas y un
tipo glial caracteristico y exclusivo, las células coronadas. Se conocen
bien su estructura y conexiones, pero no su funcion. Como parte de un
estudio morfofuncional, hemos desarrollado el cultivo in vitro del SV
para analizar sus posibles efectos sobre las células coronadas y el sistema
gabaérgico. Para ello, SVs enteros obtenidos de truchas adultas
(Oncorhynchus mykiss) se mantuvieron en medio L-15 de Leibovith,
conteniendo 2% de suero fetal bovino y antibiodticos, durante 2 a 8 dias y
a19°C. Fragmentos del SV fueron procesados inmunohistoquimicamente
con anticuerpos contra GAD, o fijados con glutaraldehido/formaldehido
y tetroxido de osmio, e incluidos en resina para obtener secciones
semifinas. Nuestros resultados revelan que la organizacion caracteristica
del SV (Yafiez et al. Cell Tissue Res 1997;288:497) se mantiene bastante
bien tras 8 dias de cultivo in vitro en amplias zonas, que presentan la
misma organizacion tisular que los controles. El estudio de secciones
semifinas ha revelado también que los globulos (cilios dilatados) de las
células coronadas se hinchan primero, para exfoliarse y regenerarse en
dias sucesivos. En las regiones mas internas del SV se han observado
importantes alteraciones morfologicas, posiblemente debidas a su menor
accesibilidad al medio de cultivo. Estos resultados indican que el cultivo
del SV puede ser uitil para poder testar las diferentes hipotesis enunciadas
sobre las funciones de las células coronadas.

Financiado por la Xunta de Galicia (PGIDT01PXI20007PR).
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LA ESTIMULACION DE RECEPTORES D2

EN LA CORTEZA PREFRONTAL REDUCE

LA CONCENTRACION EXTRACELULAR DE DOPAMINA
Y ACETILCOLINA, PERO NO DE GLUTAMATO Y GABA,
EN EL NUCLEO ACCUMBENSDE LA RATA DESPIERTA

Del Arco A", FuxeK®, MoraF?
2Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Complutense
de Madrid. ® Department of Neuroscience, Karolinska Institute. Estocolmo, Suecia

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la estimulacion de
receptores D2 dopaminérgicos en corteza prefrontal (CP) sobre las
concentraciones extracelulares de dopamina (DA), acetilcolina (Ach),
glutamato (Glu) y GABA enntcleo accumbens (NA). Enratas Sprague-
Dawley macho se implantaron estereotdxicamente canulas guia para
microinyecciones bilaterales en CP y microdiélisis en NA. Las
inyecciones del agonista D2 quinpirole (Quin; 5 pg/0,5 pL/sitio) se
realizaron a un flujo de 0,4 pL/min. Las canulas de microdialisis (2 mm
membrana) se perfundieron con LCRs, conteniendo neostigmina 1 pM,
a un flujo de 2 pL/min. El contenido de DA, Ach, Glu y GABA en las
muestras se analizo mediante HPLC acoplado a deteccion electroquimica
y fluorométrica. Las concentraciones basales en NA fueron 1,1 nM
(DA), 19 nM (Ach), 0,8 uM (Glu) y 0,12 uM (GABA) (n=4-5). La
inyeccion bilateral de Quin en CP redujo la actividad motora espontanea
y las concentraciones extracelulares de DA (40%; n=5, p<0,05) y de
Ach (30%; n=5, p<0,05) en NA. La inyeccion de Quin también redujo
las concentraciones extracelulares de los metabolitos de DA, DOPAC
Y HVA. No se modificaron las concentraciones extracelulares de Glu
0 GABA en NA (n=4). Estos resultados sugieren que los receptores D2
en CP regulan la neurotransmision dopaminérgica y acetilcolinérgica
en NA. Estos resultados son relevantes para entender las alteraciones
neuroquimicas y conductuales que ocurren en la esquizofrenia.
Financiacion: DGINV-SAF2000-0112.
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CALBINDINA Y PARVALBUMINA EN NEURONAS
DEL TALAMO DE MACACOS QUE CONTIENEN
EL RECEPTOR DE DOPAMINA D1

Rodriguez-Moral M, Cavada C
Departamento de Morfologia, Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma de Madrid

Recientemente hemos demostrado que D1 se localiza selectivamente en
neuronas de proyeccion del talamo de macacos. Se ha propuesto que las
neuronas de proyeccion talamicas constituyen sistemas funcionales
diferentes segiin su expresion de las proteinas ligadoras de calcio
calbindina (Cb) o parvalbimina (Pv), que correlaciona con el patron
laminar de conexiones corticales (Jones EG, 2001). Para explorar si las
neuronas talamicas que expresan D1 pertenecen a uno u otro sistema,
0 a ambos, hemos realizado inmunohistoquimica doble para D1 y para
Cb o Pv en monos Macaca nemestrina adultos.

Existen marcadas diferencias en la expresion de D1 y las proteinas
ligadoras de calcio entre los nucleos de relevo sensorial y el complejo
CnMd-Pf, y el resto de nucleos (relevo motor y asociativos). En los
primeros apenas hay neuronas doblemente marcadas para D1y Cb, que
son las mas abundantes en los nucleos motores y asociativos. En
cambio, hay numerosas neuronas doblemente marcadas para D1y Pven
los nucleos de relevo sensorial y CnMd-Pf; tales neuronas son muy
escasas en el resto de nucleos.

Estos resultados sugieren que en los sistemas de relevo sensorial las
neuronas talamicas que expresan D1 proyectan a capas intermedias de
la corteza cerebral (donde proyectan las neuronas que expresan Pv) y
estan involucradas en la transmision sensorial especifica. El resto de
nucleos talamicos exige un estudio del patron de proyeccion cortical de
las neuronas que expresan D1 y Cb.

Financiado por DGESIC PB98-0064 y DGI BFI 2002-00513.

P 110

LOSRECEPTORESDE DOPAMINA D4Y p OPIOIDES
INTERACCIONAN EN EL ESTRIADO DE RATA

Gago B2, RiveraA @ Pefiafiel A2 Valderrama JJ? Martos F°,
DelaCdleA*®

2Departamento de Biologia Celular, Universidad de Malaga.

® Departamento de Farmacologia, Universidad de Malaga

Los sistemas dopaminérgico y opioide interaccionan en el estriado
modulando la actividad locomotora y el comportamiento emocional-
motivacional. La dopamina de la via mesolimbica esta asociada a los
efectos de recompensa de la dependencia a opioides, mientras que en la
via nigroestriatal interviene en la producciéon de movimientos
esteriotipados inducidos por opioides.

En trabajos previos hemos demostrado que el receptor D4 se expresa
en parches en el estriado, al igual que los receptores p opioides. Este
solapamiento en la distribucion sugiere que ambos receptores pueden
interaccionar en los estriosomas. En el presente trabajo hemos
estudiado en primer lugar, y en experimentos de saturacion, si la
estimulacion de los receptores D4 con el agonista especifico PD
168,077, modifica la unién del ligando opioide [H3] DAMGO. En
segundo lugar, se han estudiado cambios en la expresion de los
receptores p opioides inducidos por los receptores D4 mediante
técnicas inmunocitoquimicas y valorados por densitometria. Estos
cambios se han analizado en tratamientos agudos a distintos tiempos
(2-24h) y en tratamiento cronico (7 dias), en las diferentes regiones
del estriado (rostral, medial y caudal; dorsal, ventral, medial y
lateral). Los resultados obtenidos sugieren que los receptores D4 y
w opioides interaccionan en el estriado y que dicha interaccion debe
desempefiar un papel crucial en los fendomenos de adiccion y
recompensa de los opioides.

Financiado por MCYT (BFI2002-00587) y JA (CTS-0161).
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EVIDENCIASDE UN CONTROL DOPAMINERGICO
DEL ORGANO SUBCOMISURAL DE MAMIFEROS
Tomé M &, Jiménez AJ? Bermudez-Silva FJ®, Moreira E?,
Pérez-Figares IM #

2Departamento de Biologia Celular, Genéticay Fisiologia,

Universidad de Mélaga. ®Fundacion Hospital CarlosHaya. Méalaga

El 6rgano subcomisural (OSC) de mamiferos es una glandula ependimaria
que secreta glucoproteinas al liquido cefalorraquideo. La funcion del
OSC no esté clara y su alteracion se ha relacionado con la hidrocefalia.
Esta inervado por varios neurotransmisores y neuropéptidos, siendo la
inervacion serotoninérgica la mas conocida. Ademas, algunos estudios
han mostrado la presencia de fibras con tirosina hidroxilasa (TH) sobre
el OSC de rata y vaca, sugiriendo que la dopamina y la noradrenalina
pueden estar implicados en su control. Nuestro estudio muestra, por
primera vez, la presencia de receptores de dopamina en el OSC de rata,
raton y vaca. Se realizo un estudio inmunohistoquimico y de Western
blot con varios anticuerpos especificos para cada uno de los receptores
de dopamina D2, D3, D4 y DS5. La inmunohistoquimica reveld la
presencia de estos receptores en el OSC de rata, raton y vaca. Ademas,
el analisis de inmunoblots mostr6 un patrén de bandas para D2, D3, D4
y D5 en el OSC bovino similar al de regiones control utilizadas (corteza
y estriado). Cuando se cultivaron explantes de OSC de vaca en ausencia
y en presencia de dopamina, se observaron variaciones en la expresion
de estos receptores. Ademas, estudios preliminares mediante ELISA de
los medios de cultivo condicionados por explantes, parecen indicar una
accion inhibidora de la dopamina sobre la secrecion del OSC.
Financiado por DGICYT BFI 2000-1360; FIS 01/0948 y Red Cien,
Instituto de Salud Carlos III.
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EXPRESION GENICA EN LA
CORTEZA PREFRONTAL HUMANA

De Almeida J, Mengod G
Dept. Neuroquimica, Instituto de Investigaciones
Biomédicas de Barcelona, CS C-IDIBAPS

La corteza prefrontal participa en muchas funciones cerebrales
superiores tales como memoria, inhibicion del comportamiento, afecto.
La funcién y el metabolismo de la corteza prefrontal se encuentran
alterados en pacientes con trastornos psiquiadtricos como la
esquizofrenia y la depresion. Hemos iniciado una serie de estudios
para analizar la expresion del ARNm de una serie de genes, directa o
indirectamente implicados en la esquizofrenia, mediante hibridacion
in situ con oligonucledtidos marcados con 33P -dATP, y con
digoxigenina, en la corteza prefrontal de cerebros humanos control
obtenidos postmortem. Las células glutamatérgicas que contienen el
mRNA del transportador vGLUT1 son las mas abundantes en
practicamente todas las capas celulares de la corteza humana. Mientras
que las que contienen el mMRNA de vGLUT2 predominan en ntcleos
deltalamo siendo su presencia mucho mas débil en las capas corticales.
Presentaremos los resultados obtenidos por hibridacion in situ doble,
combinando en una misma seccion dos sondas complementarias para
distintos ARNm. Determinaremos el porcentaje de células
glutamatérgicas que expresan los ARNm para receptores de
neurotransmisores tales como los de la serotonina 5-HT1A, 5-HT2A,
y de algunos de los receptores de la dopamina.

Proyecto financiado por la Fundacion La Maraté de TV3 (#013930).
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LOSCANNABINOIDESESTIMULAN LA SINTESIS
DE NORADRENALINA EN EL CEREBRO DE RATA
IN VIVO A TRAVES DE RECEPTORES CB1

Esteban S, Moranta D, Garcia-SevillaJA
Laboratorio de Neurofarmacologia, Unidad Asociada del Instituto
Cajal/C3C, Universidad de las | slas Baleares. Palma de Mallorca

Se han caracterizado dos subtipos de receptores para cannabinoides
(CB), el CBI1 y el CB2 localizados preferentemente en cerebro y
sistema inmune, respectivamente. E1 A9-tetrahidrocannabinol (THC)
es el principal constituyente psicoactivo del cannabis y presenta una
afinidad similar por ambos receptores. Estudios previos han puesto de
manifiesto un efecto estimulatorio del THC sobre la sintesis de
noradrenalina (NA) en diversas regiones cerebrales in vivo. El objetivo
de este trabajo fue analizar el efecto agudo del THC sobre la sintesis
de NA tras el tratamiento con antagonistas selectivos del receptor
CB1, AM281y SR141716A en el cerebro de rata in vivo. Se utiliz6 la
acumulacion de dopa tras inhibicion de la descarboxilasacon NSD1015
(100 mg/kg, IP) como medida de la sintesis de dopa/NA in vivo. La
dopa fue cuantificada mediante HPLC con deteccion electroquimica.
El1 THC (10 mg/kg, IP, 1 h) increment6 la sintesis de dopa/NA en
corteza (576 %, n=8, p<0,05) e hipocampo (7516 %, n=8, p<0,01,
ANOVA-Scheffé¢). No se observo ningtin efecto por parte del AM281
(10 mg/kg, IP, 1 h) ni del SR141716A (10 mg/kg, IP, 1 h) sobre la
sintesis de dopa/NA; sin embargo, ambos antagonizaron el efecto
estimulatorio inducido por el THC. Los resultados indican que el
efecto estimulatorio de los cannabinoides sobre la sintesis de NA esta
mediado por el receptor CB1.

Trabajo financiado por el MCYT BFI2000-0306. D.M. es becario FPI
(MCYT). E1 SR141716A fue cedido por Sanofi-Synthelabo.
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DENSITOMETRIA Y MORFOMETRIA DEL COLIiCULO
INFERIOR DE LA RATA: ESTUDIO CON GABA

Y GLICINA EN SECCIONES SEMIFINAS

Merchan M 2 Aguilar L 2, L6pez-Poveda EA % MamiercaM S?
#Instituto de Neurociencias de Castillay Leon,

Universidad de Salamanca. ®Fundacién Carolina

Para entender el modo de procesamiento de sefiales del coliculo inferior
(CI) es importante determinar las caracteristicas de los tipos neuronales
excitadores e inhibidores. En este estudio se trata de conocer la diversidad
neuronal del CI combinando tres parametros: el neurotransmisor que
utilizan, la morfologia del soma y el nimero de aposiciones
inmunorreactivas para GABA y glicina que reciben. Se realizaron
secciones seriadas de 1pm. del CI de cuatro ratas Wistar previamente
incluidos en Durcupan. Tras desplastificar, se inmunotifieron las secciones
de forma alternativa con anticuerpos para GABA y glicina (cedidos por
el Dr. Ottersen). Realizamos un analisis densitométrico de la
inmunorreactividad para GABA, tamafio y numero de aposiciones
inmunotefiidas. Aplicando un estadistico multiparamétrico para
caracterizar poblaciones neuronales del CI encontramos los siguientes
resultados: existen dos tipos de poblacion de neuronas inmunorreactivas
para GABA, diferenciadas densito-métricamente. El tipo mas abundante
de neuronas del CI es GABA y glicina inmunonegativo (neuronas
potencialmente excitatorias). En el CI, aproximadamente 1/4 de la
poblacién neuronal es GABA positivas. El conjunto de neuronas del CI
muestran una mayor proporcion de aposiciones GABA inmunorreactivas
que de glicina inmunoreactivas (4:1). Se discute la posible existencia de
otros tipos o subtipos de neuronas en relacion al numero de aposiciones
GABA o glicina inmunoreactivas que reciben.

Estudio financiado por: MCyT (proy. DGES Nro. BFI2000-1396),
JCyL (proy. SA084/01), Fundacion Carolina.
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NEUROTRANSMISION INTRASEPTAL:
EFECTO DEL 4-AMILOIDE (25-35)

Santos JT, De la Fuente A, Criado JM, Riolobos AS, HerediaM,
Ashendfi S, Navarro JD, Yajeya JP

Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Instituto de Neurociencias

de Castillay Ledn, Universidad de Salamanca. Salamanca

Las neuronas que conforman el septum medial regulan la funcién
hipocampal a través de sus proyecciones colinérgicas y gabaérgicas.
Esta estructura se encuentra muy deteriorada en enfermos con demencias
tipo Alzheimer debido a la especial sensibilidad de las neuronas
colinérgicas al péptido B-amiloide. A fin de caracterizar esta interaccion,
se ha estudiado en rodajas septales el efecto del péptido B-amiloide 25-
35 sobre los potenciales de accion y la neurotransmision intraseptal
utilizando la técnica de current clamp o whole cell patch perforado con
gramicidina. Las neuronas septales se han caracterizado por su tipo de
respuesta a pulsos despolarizantes en: a) burts (18%), b) respuesta
multiple (60%), y c) respuesta Unica (22%). El estimulo de la banda
diagonal generd en el 80% de las neuronas una corriente excitatoria
(EPSC, 40 + 5 pA) mediada por acido glutdmico. La perfusion con B-
amiloide 25-35 (2 uM) no afect6 el potencial de accion registrado, sin
embargo, generd una depresion de la respuesta (25 £ 5 pA) en el 70%
de los casos (n=35). La preincubacién con atropina (5 pM) bloque el
efecto del B-amiloide sobre la respuesta evocada. Estos resultados
sugieren: 1) el péptido B-amiloide no afecta los canales voltaje
dependientes; 2) sus efectos se ejercen a nivel de la transmision
sinaptica ; y 3) los receptores muscarinicos pueden estar implicados en
el mecanismo patogénico de este péptido.

Financiado por BF12000-1190.
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PREACOPLE DE ADRENOCEPTORESALFA-2A
A PROTEINASG EN CORTEZA CEREBRAL POST-MORTEM
DE SUICIDAS CON DEPRESION MAYOR

Rivero G? Gabilondo AM 2 Meana JJ?, Garcia-Sevilla JA®
3 Departamento de Farmacol ogia, Universidad Pais Vasco. ® Clinical Research
Unit, Department of Psychiatry, Universidad de Ginebra, H.U.G., Suiza

En sujetos con depresion mayor, se han descrito aumentos en la
densidad del adrenoceptor alfa-2A cuando se cuantifican con
radioligandos agonistas e incrementos en su funcionalidad (estimulo de
la fijacion de [*S]GTPYS). Esto puede reflejar aumentos en el nimero
total de receptores o bien en su capacidad de acople a proteinas G.

El objetivo de este trabajo ha sido comparar el preacople (en ausencia
de agonista) del adrenoceptor alfa-2A en suicidas con depresion mayor
frente a sujetos control.

Se estudio el aumento de la fijacion especifica del radioligando agonista
inverso [*’H]-RX821002 (2nM) tras el desacople inducido por Gpp(NH)p
(100 uM), EDTA (1 mM) y Na+(140 mM) en membranas de corteza
cerebral post-mortem de suicidas con depresion mayor (n=18) y de
individuos control (n=18).

Lafijacion basal del [’H]-RX821002 fue ligeramente mayor en suicidas
(133 £10 fM/mg proteina) que en controles (119 + 13 fM/mg proteina).
Sin embargo, el aumento en la fijacion del [*H]-RX821002 inducido
por la adicion de Gpp(NH)p/EDTA/Na+ fue similar en suicidas (14%
+ 5) y controles (15% = 4).

Estos resultados sugieren que los incrementos en la densidad de
adrenoceptores alfa-2A descritos en sujetos con depresion mayor mediante
farmacos agonistas se relacionarian mas con un aumento neto en el
numero de receptores que con su capacidad de preacople a proteinas G.
Financiado por FIS (01/0358) y UPV/EHU (00026.125-13588/2001).
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LOCALIZACION DEL mRNA DEL RECEPTOR 5-HT4

DE SEROTONINA EN SUBPOBLACIONESNEURONALES
DEL CEREBRO DE RATA

Vilar6 MT, Pefias R, Mengod G

Departamento de Neuroguimica, Instituto de I nvestigaciones

Biomédicas de Barcelona, CS C-IDIBAPS

Los receptores 5-HT4 de serotonina en cerebro modulan la liberacion
de neurotransmisores y estan implicados en procesos de aprendizaje y
memoria. Existen densidades altas de receptores 5-HT4 en los ganglios
basales: accumbens, caudado-putamen, globo palido, sustancia negra.
En cambio su mRNA es muy abundante en accumbens y caudado-
putamen pero no en globo palido y sustancia negra. En este estudio se
determind, mediante doble hibridacion in situ, la localizacion celular
del mRNA del receptor 5-HT4 en subpoblaciones neuronales de los
ganglios basales de rata. El mRNA del neuropéptido encefalina se us6
como marcador de neuronas estriatopalidales. A niveles caudales del
caudado-putamen la mayoria de neuronas encefalinérgicas expresan
mRNA del receptor 5-HT4. A niveles mas frontales el grado de
colocalizacion es menor. El mRNA de los neuropéptidos sustancia P y
dinorfina permitié identificar neuronas estriatonigrales, que en su
mayoria no expresan mRNA del receptor 5-HT4. Las interneuronas
estriatales colinérgicas y las que contienen parvalbumina no expresan
mRNA del receptor 5-HT4. Dicho mRNA no se detecta en neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra compacta pero si en células no
dopaminérgicas de la pars reticulata. Asi, enrata, los receptores 5-HT4
se expresan abundantemente en la proyeccion estriatopalidal. Su
expresion es menor en la proyeccion estriatonigral y nula en la via
dopaminérgica nigroestriatal

Financiado por MCyT: programa Ramoén y Cajal; SAF2002-03408.
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REGULACION DEL RECEPTOR DEL FACTOR
DE CRECIMIENTO EPIDERMICO POR OXIDO NiTRICO
EN NEUROBLASTOS

Murillo-Carretero M, Ruano MJ, Villalobo A, Estrada C
Area de Fisiologia, Universidad de Cadiz

El 6xido nitrico (NO) es antiproliferativo en diversos tipos de células.
En varias lineas celulares que sobreexpresan el receptor de EGF
(EGFR), el NO inhibe la actividad tirosina kinasa de este receptor.
Hemos empleado la linea de neuroblastoma humano NB69, que de
forma natural expresa el EGFR, para estudiar el mecanismo de dicha
inhibicion. En estas células, los donantes de NO, SNAP, DEA-NO
y DETA-NO, inhibieron la division celular de forma dependiente de
la concentracion, por un mecanismo que no implicaba formacion de
cGMP. La estimulacion de la proliferacion celular con EGF aument6
significativamente la sensibilidad al efecto antimitético del NO. La
adicion de DEA-NO inhibio la transfosforilacion del EGFR de
forma dependiente de la concentracion utilizada. La inhibicion fue
transitoria, revirtiendo espontaneamente entre 1 y 3 h, y reversible,
ya que desaparecia inmediatamente al eliminar el donante de NO del
medio de cultivo. La interaccion del NO con el EGFR era directa, y
ocurria a través de una reaccion de S-nitrosilacién. Las células
NB69 expresaron 6xido nitrico sintasa (NOS) neuronal e inducible
en presencia de suero, pero no en cultivos tratados con EGF o sin
factores de crecimiento; al inhibir la actividad NOS hubo un
incremento pequeiio pero significativo de la proliferacion inducida
por el suero, indicando que el NO enddgeno tenia, al igual que el
afladido de forma exdgena, un efecto citostatico en estas células.
Financiado por FIS00/1080 y SAF2002-02131.
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ESTUDIO AUTORRADIOGRAFICO DE LA DENSIDAD
Y FUNCIONALIDAD DEL RECEPTOR 5-HT1A EN LA
RATA BULBECTOMIZADA COMO MODELO ANIMAL
DE DEPRESION CRONICA

Villanueva M, Martinez-Cue C, Mostany R, Castro ME, GarciaM,
Pazos A, Diaz A
Departamento de Fisiologiay Farmacol ogia, Universidad de Cantabria, Santander

La bulbectomia olfatoria bilateral en rata se ha propuesto como un
modelo animal valido para estudiar no sdlo la patogenia de la
depresion sino también el mecanismo de accion de los antidepresivos.
En el animal bulbectomizado se observan una serie de alteraciones
conductuales y neuroquimicas similares a las encontradas en pacientes
deprimidos y que se revierten tras el tratamiento cronico con
antidepresivos. En los tltimo afios, el receptor 5-HT1A ha recibido
una particular atencion en relacion al efecto de los antidepresivos.
En este trabajo hemos estudiado la densidad de receptores 5-HT1A
en secciones de cerebro de ratas bulbectomizadas mediante la
fijacion de [PH]8-OH-DPAT vy la funcionalidad del receptor 5-
HT1A mediante la estimulacion en la fijacion de [**S]GTPYS por el
agonista 8-OH-DPAT (10 uM). Tras la bulbectomia bilateral se
observa un incremento significativo en la actividad motora valorada
mediante actimetria de 24 h y el test de campo abierto, con un
maximo a las dos semanas de la cirugia. En el cerebro de ratas
bulbectomizadas no se observaron cambios significativos en la
densidad de receptores 5-HT1A. Por otro lado, se detectaron
disminuciones significativas en la fijacion basal de [35S]GTPYS en
el CA1 y giro dentado del hipocampo, pero sin observarse cambios
en la estimulacion de la fijacion de [35S]GTPYS por 8-OH-DPAT en
las areas analizadas.

Financiado por CICYT (BFI-01-0592 y SAF-2002-03189).

P 120

CARACTERIZACION DE PEPTIDOS DE TRANSDUCCION
PARA EL ESTUDIO DE LA DINAMICA DE LA ACTINA
DURANTE LA TRANSMISION SINAPTICA

Gbmez-Cabrero A, Gual A, MoralesM
Laboratorio de Neurcfisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Barcelona,
Instituto de I nvestigaciones Biomédicas Agust Pi i Sunyer (IDIBAPS). Barcelona

La transduccion permite la introduccion de proteinas recombinantes
en células o tejido in vivo. Esta técnica esta basada en la existencia
de péptidos con capacidad de atravesar membranas biologicas. En el
presente estudio queremos probar la utilidad de uno de estos péptidos
(derivado del factor de transcripcion del virus del SIDA, Tat) para
estudiar la transmision sindptica. Para ello hemos construido una
serie de proteinas de fusion que contienen el dominio de transduccion
proteica (PTD) unido a la proteina profilina y otra conteniendo el
dominio N-terminal de la sinapsina. Proteinas presentes en el terminal
presinaptico y relacionadas con la regulacion del ciclo sindptico y el
citoesqueleto de actina. En primer lugar, hemos estudiado las
propiedades funcionales de dos versiones del dominio Tat unidas a
profilina: la primera con el PTD original (PTD-wt) de la proteina
Tat, y la segunda con una modificaciéon denominada: PTD4. Los
niveles de transduccion se han estudiado a diferentes tiempos de
incubacion (a 10, 20, 40 y 60 min y 24 h) utilizando neuronas de
hipocampo de rata en cultivo. El estudio de la funcionalidad de la
proteina se abordara mediante el uso de técnicas electrofisiologicas
en estas mismas células. Los resultados preliminares muestran un alto
nivel de transduccion, observandose la presencia de acumulaciones de
profilina en el citoplasma a partir de los 10 min de incubacién. A
tiempos de incubacion mas largos (24 h) se observan grandes
acumulaciones de proteina cristalizada.
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ENTRADA DE ZINC Y DISTRIBUCION
SUBCELULAREN CULTIVOSCELULARES

Varea E, Ponsoda X, Molowny A, Sancho-Bielsa FJ, Nacher J,
Lopez-GarciaC

Unidad de Neurobiologia, Departamento de Biologia Celular,
Universitat de Valéncia

La presencia de niveles extracelulares elevados de zinc iénico pueden
resultar toxicos para las células. Diversas patologias neurodegenerativas
se han relacionado con alteraciones en la limpieza-eliminacion del zinc
extracelular en el sistema nervioso central. En este trabajo se ha
pretendido caracterizar alguno de los mecanismos de eliminacion del
zinc extracelular por parte de células nerviosas.

Para visualizar el zinc se ha utilizado el fluorocromo TSQ (N-6-
metoxi-p-toluensulfonimida quinolina) (Molecular Probes). Previos
estudios en nuestro laboratorio han demostrado que este compuesto no
es toxico y permite visualizar los cambios en concentracion en
sistemas vivos. El modelo utilizado ha sido la linea celular N1E115
(neuroblastoma deraton). Estas células pueden diferenciarse a neuronas
en presencia de DMSO. Se ha caracterizado la cinética de captura de
zinc por parte de cultivos indiferenciados y diferenciados, observandose
que las células diferenciadas tienen una mayor eficiencia para captar
zinc del medio extracelular.

El exceso de zinc en el citoplasma es toxico y debe ser eliminado.
Cuando la concentracion de zinc en el citoplasma es elevada se observa
la aparicion transitoria de puntos brillantes en el citoplasma (con TSQ).
Para caracterizar estas estructuras se han utilizado marcadores de
organulo: mito-tracker (mitocondrias), liso-tracker (lisosomas) y FM
1-43 (endosomas). Los resultados muestran que estas estructuras son
lisosomas y endosomas.
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QUIMIOSENSIBILIDAD EN CUERPO CAROTIDEO
ADULTO Y MEDULA ADRENAL NEONATAL DE RATA

Rico AJ, Prieto-Lloret J, Gonzdlez C, Rigua R
Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Fisiologia,
Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM),
Universidad de Valladolid, Consejo Superior de I nvestigaciones
Cientificas (CS/C), Facultad de Medicina. Valladolid

La médula adrenal (MA) neonatal in vivo secreta catecolaminas (CA)
frente a lahipoxia independientemente de su inervacion. Estarespuesta
ala hipoxia se pierde durante el desarrollo al establecerse las sinapsis
del nervio esplacnico y se recupera tras la denervacion. El incremento
de CA plasmaticas consecuente a la hipoxia durante el parto es importante
para la adaptacion a la vida extrauterina. La MA y el cuerpo carotideo
(CC) comparten origen embriologico y sus células parenquimatosas
son sensibles a la hipoxia y ricas en CA.

Nos planteamos estudiar la sensibilidad a la hipoxia de la MA neonatal,
midiendo la secrecion de CA, y comparar dichas respuestas con la de CC
adulto. Utilizamos preparaciones in vitro de MA neonatal y de CC adulto
superfundidas que permiten registrar la secrecion de CA por amperometria
con microelectrodos de fibra de carbono. Encontramos que la respuesta
secretora en relacion al contenido frente a soluciones despolarizantes (30
mM KClI) era similar en ambos 6rganos (0,480 + 0,370 frente a 0,364 +
0,089 UM para CC y MA, respectivamente), mientras que frente a hipoxia
(PO,=25 Torr) era mucho mayor en el CC (0,840 + 0,320 frente a 0,011 +
0,003 puM), lo que implica una mayor sensibilidad de este 6rgano. También
se presentaran resultados de la secrecion de CA frente a otros grados de
hipoxia(10,7,5,2y0% O,) y otros estimulos como la acidosis/hipercapnia.
Financiado por FIS (01/0728) a R.R, DGICYT (BFI12001-1713) aC.G y
Redes Tematicas de Investigacion Cooperativa (Red Respira C03/011) a
ambos.
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CINETICA DE LA EXOCITOSISEN MASTOCITOS
DE UN RATON KNOCK-OUT DE HEPARINA

Navas S? Fernandez-Peruchena C?, Hilfiker S®, TabaresL 2,
Alvarez de Toledo G2

Departamento de Fisiologia Médica y Biofisica, Facultad de Medicina,
Universidad de Savilla. ® School of Biological Sciences, University of Manchester, UK

La heparina, un polisacarido sulfatado, se acumula en el interior de los
granulos de secrecion junto a los transmisores naturales de los mastocitos,
la histamina y la serotonina. Se ha postulado que su funcion es la de cubrir
las cargas positivas de los transmisores, facilitando la concentracién de los
mismos en el interior de los granulos. Para estudiar como afecta laheparina
la acumulacion y la cinética de liberacion durante la exocitosis, hemos
estudiado la fusion y liberacion de vesiculas Unicas con técnicas
electrofisiologicas en mastocitos peritoneales procedentes de un ratén
knock-out para el gen que codifica para el enzima N-deacetilasa/N-
sulfotransferasa-2 (NDST-2), enzima clave para la sintesis de heparina.
Se ha descrito que los granulos de secrecion de mastocitos en este raton
poseen una disminucion de la capacidad de almacenaje de histamina y de
proteasas propias de los mastocitos (Humphries DE, et al. Nature 1999;
400: 769-721). Nuestros experimentos muestran que la capacidad de
acumular serotonina en las vesiculas de mastocitos se encuentra
practicamente inalterada, mientras que la cinética de liberacion del
contenido vesicular es mas rapida en mastocitos del raton knock-out de
heparina que en animales controles. Estos datos sugieren que la liberacion
de serotonina se produce de forma puramente difusional, a diferencia de
lo que ocurre en lasituacion control. Por otro lado, el retraso existente entre
la fusion de la vesicula con la membrana y la liberacion de su contenido
no se encuentra afectado, indicando que la disociacion de la matriz no es
el elemento fundamental para la liberacion del contenido vesicular.
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KI1AA0903 ESUNA NUEVA PROTEINA CON HOMOLOGIA
AL EXTREMO N-TERMINAL DE SCAMP1Y ES

UNA POSIBLE CONEXION MOLECULAR ENTRE

EL CITOESQUELETO Y LA ENDOCITOSIS

Castellano-Mufioz M, Garcia-Junco-Clemente PL, Ferndndez-Chacdn R
Departamento de Fisiologia Médicay Biofisica,
Facultad de Medicina, Universidad de Sevilla. Sevilla

Las SCAMPs (secretory carrier membrane proteins) estan involucradas
eneltraficodemembranas. SCAMP1, presente en las vesiculas sinapticas,
posee repeticiones NPF (Asp-Pro-Phe) en su extremo N-terminal que
probablemente reclutan moléculas de la maquinaria de la endocitosis.
Conobjeto de estudiar la existencia de homoélogos de las SCAMPs, hemos
sondeado bases de ESTs (expressed sequence tags). Hemos identificado
y secuenciado un cDNA (gen KIAA0903 / DKFZp566N1646) que
prediceunanuevaproteinade 1.231 aminodcidos, denominada KIAA0903,
que presenta una combinacion de dominios muy peculiar: una region con
repeticiones NPF homologa a SCAMP1 (39% id., 49% hom. en un
segmento de 56 aminoacidos) y un dominio de homologia a calponina
(dominio CH) tipo 2. Curiosamente, se ha sugerido que el dominio CH-
2 puede mediar la asociacion al citoesqueleto y la union a PIP2. Estamos
analizando a nivel bioquimico y funcional el posible papel de KIAA0903
en la endocitosis. En experimentos preliminares, en los que se ha
estudiado la unién de proteinas de cerebro de rata a un fragmento
recombinante de KIAA0903 con las repeticiones NPF (aminoéacidos 266-
341), se muestra la existencia de al menos una proteina que se une a
KIAA0903 yaSCAMPI1 eindica que lahomologia de secuencia entre las
dos proteinas se traduce bioquimicamente en la union a una diana comun.
Estudios funcionales habran de determinar la relevancia in vivo de estas
interacciones, junto con la participacion del citoesqueleto y el PIP2, en la
regulacion de la endocitosis en la sinapsis.

Financiado por FIS, MCyT y EMBO-YIP.
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EFECTO DE LA TOXINA EPSILON DE CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Soler-Jover A # Martin-Satué M #, GOmez de Arandall 2,
Navarro P2, Gibert M °, Popoff MR®, Blasi J?

2Departament de Biologia Cel.lular i Anatomia Patologica,
Universitat de Barcelona, Campus de Bellvitge. L' Hospitalet de LI.,
Barcelona, Espafia. °CNR Anaérobies, Institut Pasteur. Paris, France

La toxina epsilon de Clostridium perfringens es la tercera toxina
mas potente después de la tetanica y la botulinica. Es producida en
forma de protoxina inactiva, que requiere de dos cortes proteoliticos
para ser activada. Causa una exterotoxemia fatal en animales de
granja. Incrementa la permeabilidad vascular y causa edema
generalizado. Su letalidad depende de la union especifica a cerebro,
donde causa los mayores efectos patologicos. Algunos de estos
efectos se han observado también en ratones inyectados con la
toxina. Otro buen modelo para estudiar sus efectos es la linea celular
MDCK, una de las pocas sensibles a la toxina. En este trabajo hemos
construido proteinas de fusion entre la GFP y tanto la protoxina
como la toxina activa, para estudiar sus efectos en células MDCK y
su distribucion y toxicidad en ratones. El analisis post-mortem de
estos animales revel6 muerte neuronal en zonas concretas de la
corteza cerebral y del hipocampo. Estudios sobre cultivos primarios
neuronales revelaron que la toxina es capaz de unirse especificamente
a la membrana celular, pero no de inducir la muerte neuronal. La
incubacion de cortes histologicos de cerebro con las proteinas de
fusion demostré la unidon especifica de la toxina en diferentes
regiones del cerebro. Dobles marcajes con anticuerpos revelaron el
predominio de la unidn sobre grandes tractos de fibras nerviosas,
fundamentalmente mielinicas.

Agradecimientos: Instituto de Salud Carlos III, MEC, Generalitat de
Catalunya.
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DISTRIBUCION DE | SOFORMAS DE SINAPTOBREVINA
EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE RATA

Raptis A, Gomez de Arandal, Navarro P, Blasi J
Departament de Biologia Cel.lular i Anatomia Patologica,
Universitat de Barcelona, Campus de Bellvitge. L’Hospitalet de LI., Barcelona

El proceso de fusion de membranas implicado en la exocitosis de
neurotransmisores requiere la accion de tres proteinas SNARE:
sintaxina y SNAP-25 (situadas en la membrana plasmatica de la
neurona presinaptica) y sinaptobrevina (anclada en la vesicula
sinaptica).Estas proteinas interaccionan entre si formando el complejo
SNARE, esencial para la fusion entre la vesicula y la membrana
plasmatica.Para cada una de estas tres proteinas se han encontrado al
menos dos isoformas: sinaptobrevina I y II, sintaxina 1A y 1B, y
SNAP-25 ay b. En estudios in vitro con proteinas recombinantes se
ha visto una tendencia a encontrar sinaptobrevina I asociada a sintaxina
1B,y sinaptobrevina II preferentemente con sintaxina 1A, aunque
ambas isoformas de sinaptobrevina pueden interaccionar con cualquier
isoforma de sintaxina. En este trabajo analizamos la distribucion de
isoformas de sinaptobrevina I y I1, y su correlacion con la distribucion
de isoformas de sintaxina 1A y 1B en cerebro de rata,mediante
técnicas de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos especificos
de isoforma. Los resultados obtenidos revelaron una localizacion
parcialmente diferencial de las isoformas de sinaptobrevina,estando
la isoforma II mas ampliamente distribuida que la I. Sin embargo,a
partir de nuestros resultados no pudimos establecer un patrén de
colocalizacion entre isoformas concretas de ambas proteinas,tal como
se habia descrito previamente en estudios in vitro.
Agradecimientos: Fundacié August Pi i Sunyer. M.C.Y.T.
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LA LINEA CELULAR DE NEUROBLASTOMA HUMANO
SH-SY5Y COMO MODEL O PARA ESTUDIAR LA SECRECION
REGULADA DE LA PREPROINSULINA-GFP

Torrejon-Escribano B, Gomez de Arandal, Navarro P, Blasi J
Departament de Biologia Cel.lular i Anatomia Patologica, Universitat

de Barcelona, Facultat de Medicina, Campus de Bellvitge, Laboratori

de Neurobiologia Cel.lular i Molecular. L’Hospitalet de LI., Barcelona

Las proteinas SNARE se encuentran en toda la via de secrecion
regulada tanto del sistema nervioso como del endocrino organizando
el movimiento membranario en células eucariotas. La secrecion de
insulina es uno de los modelos mas utilizados para estudiar la
maquinaria exocitotica en el sistema endocrino, pero todavia existen
aspectos importantes que permanecen desconocidos. Para entender
mejor su regulacion mediante las proteinas SNARE, hicimos una
proteina de fusion entre la preproinsulina de rata seguida de la EGFP.
Transfectamos diferentes lineas celulares para intentar determinar si
la preproinsulina-GFP era procesada a insulina-GFP madura y su
comportamiento ante diferentes agentes secretores (como el TPA, la
glucosa y el carbacol). Obtuvimos diferentes clones transfectados
establemente de SH-SY5Y y de INS-1 (linea de insulinoma de rata)
para estudiar la via secretora regulada y de 29.3T (linea epitelial de
rifion humano) para estudiar la via secretora constitutiva. La expresion
y maduracion de la preproinsulina-GFP en estos clones fue estudiada
por diferentes técnicas como el Western blot, ELISA para medir la
secrecion de insulina-GFP, métodos fluorimétricos para analizar la
diferencia entre la estimulacion y la no estimulacion, y microscopia
confocal para ver la distribucion y colocalizacion de la insulina-GFP
con las proteinas SNARE.

Agradecimientos: Fundacié La Marat6 de TV3, Fundacio August Pi
i Sunyer y al MCyT (proyecto BMC2002-01697).
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LIBERACION DE ATP EN CONDICIONES
DE ESTRESHIPERTONICO

Martin-Satué M, Aleu J, Navarro P, SolsonaC
Depertament de Biologia Cel.lular i Anatomia Patologica,
Laboratori de Neurobiologia Cel.lular, Facultat de Medicina,
Campus de Bellvitge, Universitat de Barcelona

El estrés mecanico induce la liberacion de ATP en diversos tipos
celulares tanto neuronales, donde el ATP se libera durante la
transmision sinaptica, como no neuronales (astrocitos, células
musculares o células endoteliales como ejemplos). En este trabajo
hemos estudiado la liberacion de ATP en ovocitos de Xenopus
sometidos a estrés hipertonico. En estas condiciones, los ovocitos
presentan una disminucion de volumen que coincide con la activacion
de una corriente de entrada asi como con una salida de ATP. Hemos
excluido laliberacién de ATP mediante exocitosis ya que la inyeccion
intracelular de la cadena ligera de la toxina tetanica, un potente
inhibidor de la exocitosis, no modificalaliberacion de ATP y tampoco
la corriente ionica. La liberacion de ATP por estrés osmotico es
reversible a tiempos cortos, pero en estimulaciones prolongadas (mas
de 30 minutos) no se produce liberacion de ATP aunque si disminucion
de volumen. Dado que el ATP medido resulta del equilibrio entre el
ATP liberado y su degradacion mediante ectoenzimas, también hemos
medido la actividad NTPDasica en las mismas condiciones de estrés.
De estos experimentos concluimos que lahidrolisis de ATP dependiente
de calcio se ve inhibida en mas de un 50 % en situaciones de
hipertonicidad. Destacamos el papel clave de la proteina CD39 en
todo este proceso ya que, en las condiciones experimentales anteriores,
ovocitos inyectados con oligonucledtidos antisense del RNA de CD39
liberan menos ATP que los correspondiente controles inyectados con
agua.
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CARGA Y DESCARGA DE NEUROTRANSMISORES
DE LA MATRIZ DE LASVESICULAS SINAPTICAS
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Blasi J, Solsona C
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Recientemente hemos demostrado que las vesiculas sinapticas
colinérgicas contienen una matriz que se comporta como un hidrogel.
Esta matriz es capaz de retener y liberar la acetilcolina y el ATP por
uniones electrostaticas y mecanismos de intercambio idnico. Hemos
probado si esta matriz es especifica para almacenar acetilcolinay ATP
o puede almacenar otros neurotransmisores. A partir de vesiculas
sinapticas colinérgicas aisladas del organo eléctrico de Torpedo
marmorata, se procedid al vaciado de la matriz intravesicular del
neurotransmisor que contenia originariamente (acetilcolina) mediante
un choque osmotico y una serie de dialisis secuenciales. Seguidamente,
se incubo esta matriz en un medio con alta concentracién de dopamina
para cargarla con este nuevo neurotransmisor. La dopamina queda
fijada a la matriz y se libera al aumentar la fuerza idnica. Igualmente se
procedio arecargar la matriz con glutamato, que igualmente se liberaba
en funcién de la fuerza idnica aplicada. Concluimos que la matriz es
inespecifica y puede retener cualquier tipo de neurotransmisor, tanto de
tipo catidnico como de tipo anidnico.

Este trabajo esta financiado por el MCyT (BFI2001-331). M. Elias
es becario del MCyT.
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LIBERACION CELULAR DE ATP

A TRAVESDE HEMICANALES
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Departament de Biologia Cel.lular i Anatomia Patologica,

Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona

En el estudio hemos investigado la permeabilidad de las conexinas para
ATP. El modelo experimental utilizado han sido los oocitos de Xenopus
laevis en los que se ha monitorizado el paso de corriente por fijacion de
voltaje con dos electrodos y la liberacion de ATP mediante la reaccion
quimioluminiscente de la luciferina-luciferasa. Hemos medido las
corrientes y la liberacion de ATP a través de la conexinas endogenas
(Cx38). Los hemicanales se han estimulado con soluciones libres de
cationes divalentes, que generaron una corriente de entrada (1 pA, n=12).
La especificidad de esta activacion se comprob6 utilizando octanol y
acido fluflenamico. Los ovocitos inyectados con oligonucleétido
antisentido para la Cx38 presentan una menor corriente (500 nA, n=12).
La activacion de las corrientes permite el paso de Lucifer Yellow, y se
inactiva en presencia de iones divalentes. Hemos estudiado el curso
temporal de la liberacién de ATP en ausencia de iones divalentes. A los
10 minutos hemos detectado 0,9 pM ATP/ovocito en los ovocitos control,
mientras que en presencia de acido fluflenamico fue de 0,5 pM ATP/
ovocitoy en los ovocitos inyectados con oligonucledtido antisentido para
la Cx38 fue de 0,02 pM ATP/ovocito. Esto indica que la sefializacién
extracelular de ATP puede originarse a partir de los hemicanales.
Financiado por MCyT (BFI 2001-331). L.B. es becaria del MCyT.
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Dolor y analgesia
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LA VALORACION DE LA EFECTIVIDAD ANALGESICA
DE LA MEDETOMIDINA EN EL DOLOR INFLAMATORIO
DEPENDE DE LA FASE DE LA INFLAMACION

Y DEL TIPO DE ESTIMULACION

Molina C, Herrero JF
Departamento de Fisiologia, Universidad de Alcala, Madrid

El agonista 2-adrenérgico medetomidina (MED) posee propiedades
analgésicas, aunque su efecto en distintas fases de la inflamacion no es
bien conocido. Se estudio la actividad antinociceptiva de 20,40y 80 pg/
kg de MED IP en ratas Wistar macho a las 4, 20 y 44 h de inflamacion
de tejido blando por carragenina, en reflejos de retirada evocados por
estimulacion térmica y mecanica. El nivel de inflamacion se midioé por
pletismometria. El mayor efecto con todas las dosis se observo a los 30
min de su administracion. La dosis de 80 pg/kg provoco una inhibicién
completa en todas las pruebas, pero con signos de sedacion. Se observaron
fendmenos claros de alodinia e hiperalgesia mecéanicas en la pata
inflamada, que fueron inhibidos de forma dosisdependiente por la MED.
La inhibicién de la alodinia fue mas potente en los estadios finales de la
inflamacion que en los iniciales. Sin embargo, en hiperalgesia, la dosis
de 40 ng/kg de MED fue mas efectiva a las 4 h de la inflamacion (91%)
que a las 20 h (61%) y a las 44 h (56%). La hiperalgesia térmica solo se
observo en las primeras 4 h de la inflamacion. En este caso, las dosis
efectivas de MED fueron 40 y 80 pg/kg (41 y 72%, respectivamente). No
se observo variacion alguna en el nivel de inflamacion. Los resultados
indican que el estadio de la inflamacion es muy determinante de la
efectividad analgésica de laMED y, aunque su efecto es dosisdependiente,
varia con respecto al tipo de estimulacion aplicada.

Financiado por MCyT (SAF2001-1048-C03-03).
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ESTUDIO DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO
DE LOSNUEVOSAINE NITRODERIVADOS
DEL SKETOPROFENO, HCT-2037 Y HCT-2040 EN RATAS

Gaitan G, Ahuir FJ, Herrero JF
Departamento de Fisiologia, Universidad de Alcala, Madrid

El S-ketoprofeno (S-KET) es un farmaco efectivo en el tratamiento
del dolor pero posee efectos adversos. La union de donadores de NO
y AINE ha dado lugar a firmacos mas efectivos. Se comparo el efecto
antinociceptivo del S-KET y de sus nitroderivados HCT-2037 y
HCT-2040 en unidades motoras aisladas (UMA) de ratas Wistar
anestesiadas con cloralosa, y en experimentos de comportamiento en
ratas sin anestesia. Los farmacos se administraron IV cada 21 min en
dosis de 0,1 a 12,8 uM/kg en experimentos de UMA y PO 1-8 uM/kg
en los de comportamiento. En UMA el HCT-2037 demostro6 ser mas
potente y efectivo que el S-KET y que el HCT-2040 con unas DE50
de0,7,1,3y 1,6 uM/kgrespectivamente en respuestas a la estimulacion
mecanica nociva. El HCT-2037 fue el tnico que disminuyo
significativamente el wind-up indicando un mecanismo de accion
distinto. En experimentos de comportamiento, se comparo el efecto
del HCT-2037 y del S-KET en animales con inflamacion. El HCT-
2037 fue mas efectivo que el S-KET. El efecto maximo de recuperacion
de la hiperalgesia observado fue del 90%, en contraste con el S-KET
cuyo efecto fue del 48%. En estimulacion térmica, el efecto maximo
observado fue del 62% con el HCT-2037 y del 49% con el S-KET. En
conclusion, el HCT-2037 es un firmaco maés potente y efectivo que el
S-KETy el HCT-2040, en estimulacion mecénica, eléctrica y térmica.
Este trabajo ha sido financiado por NicOx S.A. y por el MCyT
(SAF2001-1048-C03-03).
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ESTUDIO DE LASPROPIEDADESANTINOCICEPTIVAS
DE LA N- CICLOPENTIL ADENOSINA EN ANIMALES
CON INFLAMACION DE TEJIDO BLANDO

Ramos-Zepeda G, Herrero JF
Departamento de Fisiologia, Universidad de Alcala, Madrid

La adenosina es un nucledsido endogeno de la purina con funciones
en el sistema nervioso. Se investigaron los efectos antinociceptivos
de su analogo N-ciclopentil adenosina (CPA) y de los antagonistas
CPT y naloxona en animales espinalizados y no espinalizados. Se
registraron unidades motoras aisladas (UMA) activadas por
estimulacion nociva mecanica y eléctrica (wind-up) en ratas Wistar
machos con inflamacion. La administracion de los farmacos se
realizo por via intravenosa, en dosis acumulativas (10 a 320 pg/kg).
En animales intactos la CPA provocoé un descenso significativo de
las respuestas a estimulacion mecénica, con una reduccién maxima
del 23 + 12% del control y una DE50 de 95 + 1,3pg/kg. El wind-up
descendié hasta un 58% del control. Las respuestas no fueron
revertidas por CPT, pero si lo fueron por el antagonista opiaceo
naloxona (1 mg/kg). La CPA produjo una intensa hipotension tanto
en animales espinalizados (43% del control) como en los no
espinalizados (37%). En ambos casos, la administracién de CPT
revirtio el efecto. En animales intactos la administraciéon de CPA no
modifico las respuestas a estimulaciéon mecdnica y eléctrica. Los
resultados sugieren un importante efecto antinociceptivo de la CPA
ejercido en zonas supraespinales. El efecto no parece especifico del
sistema de adenosina a las dosis estudiadas y los resultado implican
a los sistemas opioides.

Financiado por Griinenthal y M CyT (SAF2001-1048-C03-03). G. Ramos
es becario de la AECIL
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IMPLICACION DEL ACIDO RETINOICO
EN EL SISTEMA NOCICEPTIVO

Romero-Sandoval A, Herrero JF
Departamento de Fisiologia, Universidad de Alcala, Madrid

El acido retinoico (AR) esta presente en el SNC pero su papel es
desconocido. Se estudid su posible implicacion en nocicepcion
realizando experimentos en ratas Wistar anestesiadas con cloralosa,
normales (N) y con inflamacion (I), tratadas con AR o con el vehiculo
(V). Se registraron unidades motoras aisladas (UMA) activadas por
estimulacion mecanica y eléctrica. En cada unidad se caracterizo el
campo receptor cutaneo, el umbral de activacion con estimulacion
mecanica, el umbral de fibras C con estimulacion eléctrica y la
frecuencia de disparo con 10s de estimulacién mecanica. El campo
receptor fue significativamente mayor en los grupos con AR (N: 3 +
0,3cm?; I: 4,5 + 0,3) que en los grupos con vehiculo (N: 1,39 £ 0,2;
p<0,01; I: 3+0,3; p<0,01). El umbral para estimulacién mecanica fue
significativamente menor en los grupos tratados con AR (N: 64 +2 mN;
I: 30 £ 1 mN) que en los de vehiculo (N: 54 + 2; p<0,001; I: 24 £ 1;
p<0,01). Elumbral de activacion de fibras C fue menor en animales con
AR (0,29 £ 0,1 mA, p<0,05) que en vehiculo (0,61 + 0,1 mA). La
frecuencia de disparo con estimulacion mecanica fue similar en todos
los grupos, media de 34 + 1 espigas. Los resultados muestran que el AR
estd implicado en nocicepcion, facilita la aparicion de respuestas
nociceptivas mediante la disminucion del umbral de respuesta a estimulos
mecanicos y del umbral de activacion de fibras C.

Financiado porel MCyT (SAF2001-1048-C03-03). E. Alfonso Romero
es becario de la AECI.
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LASNEURONASDOPAMINERGICASDE LA SUSTANCIA
GRISPERIACUEDUCTAL MESENCEFALICA PARTICIPAN
EN LOSEFECTOSDE RECOMPENSA Y ANALGESIA

DE LA HEROINA

Flores JA, Fernandez-Espejo E, El Banoua F, Galan B,Caraballo |
Departamento de Fisiologia Médica, Universidad de Sevilla

El circuito dopaminérgico de la sustancia gris periacueductal
mesencefalica (PAGm) fue descrito hace afios (Lindvall y Bjorklund,
1974). Sin embargo, considerando el papel crucial de la dopamina (DA)
en la adiccion opidcea, sorprende que este circuito ha sido ignorado en
estudios deadiccion. Ademas, laPAGm es criticaen los efectos analgésicos
delos opiaceos, pero el papel nociceptivo de las neuronas dopaminérgicas
de esta region no se conoce. Los objetivos fueron: 1) describir la
morfologia del circuito dopaminérgico de la PAGm, 2) verificar si estas
células se activan tras heroina, y 3) estudiar los efectos de la lesion
selectiva de las neuronas DA delaPAGmen laadiccion aheroina, medida
mediante preferencia de lugar (efectos reforzadores) y actividad motora
(efectos sensibilizadores), asi como en laanalgesia opiacea. Lanocicepcion
se evalud mediante el test de inmersion de la cola (reflejo medular) y la
placa caliente (respuesta dolorosa supramedular). La histologia revel6 la
presencia de células DA (TH+/DBH-) en la PAGm de 15 a 30 um de
diametro (nimero estimado: 129,4+31,3). Estas células se activaban tras
heroina, pues expresaban c-Fos. Tras la lesion dopaminérgica (68,4% de
pérdida celular, 80,7% de reduccion de DA), la preferencia de lugar tras
heroina se anuld (p<0,05), aunque no la sensibilizacién motora. Ademas,
la curva dosis-respuesta de dolor tras la heroina se desplazo a la derecha
en la placa caliente, indicando que la analgesia se atenud. En resumen, el
circuito dopaminérgico de la PAGm se activa tras la heroina, media
efectos reforzadores de la droga, y participa en las respuestas analgésicas
supramedulares del opiaceo.

Financiado a EFE por Ministerio de Cienciay Tecnologia, Plan Andaluz
de Investigacion, y Plan Nacional sobre Drogas.
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EL TRATAMIENTO CRONICO CON AMLODIPINO

Y METADONA INDUCE SUPERSENSIBILIDAD

A LA ACCION ANALGESICA DEL OPIOIDE ASOCIADA
A UNA MAYOR ACTIVIDAD DE LA PROTEINA G
ACOPLADA AL RECEPTOR OPIOIDE MU

Diaz A, Santamaria J, Mostany R, Riancho V, Ayesta FJ
Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Universidad de Cantabria, Santander

Estudios previos demuestran que el tratamiento cronico y concurrente de
antagonistas del calcio con agonistas opioides no solo previene la
expresion de tolerancia sino que induce supersensibilidad a la accion
analgésica del opiaceo. En este trabajo hemos valorado el efecto de la
interaccion cronica entre amlodipino y metadona sobre laaccion analgésica
del opioide asi como las modificaciones en el sistema de transduccion
(proteina G) acoplado al receptor opioide mu. Las ratas fueron tratadas
durante 14 dias con: a) metadona (3 mg/kg, SC) y b) metadona (3 mg/kg,
SC) + amlodipino (1 mg/kg, SC). El efecto analgésico de la metadona
(0,1-10 mg/kg, SC) se valoré mediante el test del tail-flick. La actividad
de la proteina G se cuantificd, en secciones autorradiograficas, mediante
la estimulacion de la fijacion de [**S]GTPYS por el agonista DAMGO
(0,01-100 uM) en el asta dorsal espinal. La administracion cronica de
metadona produjo un desplazamiento a la derecha de la curva dosis-
efecto de la accion analgésica de la metadona respecto al control pero sin
cuantificarse cambios en la potencia (CE50) o eficacia (Emax) del
DAMGO paraestimular la fijacion de [**S]GTPYS. Tras laadministracion
cronica y concurrente de amlodipino y metadona se observd una
potenciacion de la accion analgésica del opioide a dosis bajas asociada
a una mayor potencia del DAMGO (CES50) para estimular la fijacion de
[**S]IGTPYS aunque con lamisma eficacia que enratas control o tolerantes.

REV NEUROL 2003; 37 (12): 1117-1191
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LA ANALGESIA INDUCIDA POR LA RESTRICCION
CALORICA ESTA MEDIADA POR MODIFICACIONES
DEL SISTEMA OPIACEO k

Delos Santos M, Sierra-Dominguez SA, FontanellaGH,
Delgado-Garcia M, Carrion AM
Divisién de Neurociencias, L.A.B., Universidad Pablo de Olavide. Sevilla

Trabajos recientes indican que la esperanza de vida de muchas especies
puede ser aumentada hasta un 50% reduciendo su ingesta y manteniendo
el aporte de nutrientes esenciales (restriccion calorica, RC). Ademas, se
acepta que la RC en mamiferos reduce también la incidencia de cancer,
enfermedades cardiovasculares y déficit de la funcién inmunitaria
relacionada con laedad. Aunque los beneficios de la RC sobre los sistemas
cardiovascular, inmune y endocrino han sido suficientemente demostrados,
su efecto sobre el sistema nervioso esta siendo estudiado en la actualidad.
En nuestro laboratorio, hemos obtenido resultados que indican que ratones
mantenidos en RC sufren una marcada analgesia en modelos de dolor
periférico visceral y térmico. Analisis farmacoldgicos y de biologia
molecular muestran que la analgesia inducida en animales sometidos a RC
esta mediada por una sobreactivacion del sistema opiaceo k, comparado
con animales alimentados ad libitum. Para conocer el papel del sistema
opiaceo k, se ha determinado la expresion de la proteina c-fos en lamédula
espinal, como marcador de activacion neuronal inducida por estimulacion
nociceptiva. Si bien los animales alimentados ad libitum poseen una
marcada induccion de c-fos en las laminas mas superficiales de la médula
espinal, ésta no ocurre en animales mantenidos en RC. Estos resultados
sugieren que el sistema opidceo k podria estar bloqueando el flujo de
informacionnociceptivaque llegaalamédulaespinal desde los receptores.
Asi, el tratamiento con agonistas del sistema opiaceo k o, alternativamente,
la RC podrian constituir el fundamento de una terapia adicional en el
tratamiento de dolor.

Trabajo financiado por La Caixa, JA/CVI-122, FISSS (01-0194) y
DGICYT (BFI12002-00936).
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LA ADMINISTRACION CRONICA DE MORFINA

REGULA LOSNIVELESDE EXPRESION DEL mRNA

DE LASPROTEINASRGSDE LA SUBFAMILIA R7

EN AREASDEL SNC DEL RATON

Lépez-Fando A, Rodriguez-Mufioz M, Garzdn J, Sanchez-Blazquez P
Neurofarmacologia, Instituto Cajal, CSC. Madrid

Las proteinas RGS participan en la modulaciéon de las vias de
senalizacion de receptores acoplados a proteinas G. La subfamilia R7
que incluye los tipos RGS6, 7, 9 y 11, posee un dominio (GGL) de
unién a la proteina Gbeta5, siendo la formacion de heterodimeros
RGS/beta$5 indispensable para ejercer su actividad funcional. Trabajos
previos del grupo han demostrado que proteinas de esta subfamilia,
RGS7 y RGS9, producen cambios en la potencia y duracion de la
analgesia opioide. Animales knockdown para la proteina de anclaje
Gbeta5 manifiestan los mismos cambios funcionales. El presente
trabajo se ha disefiado para establecer la participacion de ciertas RGS
en los mecanismos adaptativos inducidos tras la administracion aguda
y cronica de morfina. Para el analisis de posibles cambios en los
niveles de los mRNA de la subfamilia R7 y la Gbeta5 empleamos RT-
PCR semicuantitativa (referida a la expresion de GAPDH). Nuestros
datos confirman la presencia del mRNA de las RGS y la Gbeta5 en las
areas evaluadas: PAG, talamo, corteza y estriado. La administracion
icv de una dosis aguda de morfina (DE80) no modific6 de forma
significativa los niveles de los diferentes mensajeros. Sin embargo, 24
0 48 horas tras la implantacion de una suspension de lenta liberacion
(pellet de morfina) los niveles de los mRNA aumentaron para todas las
RGS, manteniéndose en algunos casos durante mas de 15 dias. La
subida mas acusada (>300 %) se obtuvo para la RGS9 en areas
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relacionadas con la nocicepcion, PAG y talamo. El mRNA de la
Gbeta5 cambi6é de forma paralela a las RGS. Estos resultados
demuestran que la induccion de proteinas RGS/GbetaS contribuyen a
la desensibilizacion (tolerancia) que se observa en respuesta a la
presencia cronica de morfina.

Financiado por FIS01/1169 y MCYT BMC2002-03228.

P 139

RGS9-2 Y RGS20, PROTEINASREGULADORAS

DE LASPROTEINAS G: DISTRIBUCION EN SNC Y PAPEL
FUNCIONAL SOBRE LOSEFECTOSDE LA MORFINA
Rodriguez-Mufioz M, L6pez-Fando A, Sanchez-Blazquez P, Garzén J
Neurofarmacologia, Instituto Cajal, CSC. Madrid

Las proteinas RGS ejercen un papel esencial en la regulacion de los
efectos mediados por receptores G. Estudios in vitro indican cierta
selectividad de las RGS por subtipos de proteinas G. RGS9 regula sefiales
que implican las Gi/o y RGS20 modula preferentemente la Gz. El
receptor opioide mu, responsable de la analgesia de morfina, activa
diferentes proteinas G, incluidas Gi2 y Gz, pudiendo estar limitada la
intensidad del efecto por ambas RGS. Este trabajo compara la presencia
y distribucion de RGS9 y RGS20 en SNC de ratéon. Nuestros datos
demuestran la presencia del ARNm de RGS9, su proteina de anclaje
Gbeta5 y RGS20 en cerebro de raton, y de las respectivas proteinas
codificadas. Los anticuerpos detectan una unica banda de 27 kDa
(RGS20),77 kDa (RGS9) y 39 kDa (Gbeta5). El analisis de la sefial
inmunoreactiva en diversas estructuras cerebrales muestra una amplia
distribucion. Los niveles mas abundantes aparecen en bulbo raquideo,
estriado y talamo (RGS20); estriado, hipotalamo y PAG (RGS9). La
administracion subcronica de oligodeoxinucledtidos antisentido (ODN)
frente al ARNm que codifica estas proteinas disminuye la sefal
inmunorreactiva, indicando selectividad del marcaje y eficacia del
tratamiento con los ODN. Los knockdown muestran un aumento
significativo en la potencia analgésica de la morfina. Animales tratados
con ODN-RGS20 desarrollan menos taquifilaxia aunque presentan la
tolerancia que aparece 24 horas tras la administracién de una dosis aguda
(DE80) de morfina. En cambio, ratones knockdown para RGS9 o Gbeta5
no muestran desensibilizacion al opioide. Estos datos confirman que la
potencia analgésica y el desarrollo de tolerancia a morfina son dos
procesos regulados de forma diferencial por distintos subtipos de RGS.
Financiado por FIS01/1169 MCYT BMC2002-03228.
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INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CRONICO

CON MORFINA SOBRE LOSPROCESOS

DE PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR

EN EL SNC DE RATON

Pérez San Emeterio E, Hurlé MA

Dpto. de Fisiologia y Farmacologia, Universidad de Cantabria. Santander

Hemos analizado el efecto de la administracion crénica de morfina y la
abstinencia precipitada con naltrexona sobre los procesos de
neurogénesis y muerte celular en el sistema nervioso central de raton.
Mediante inmunohistoquimica se valor6 el mimero de células marcadas
con bromodeoxiuridina. En los animales tratados créonicamente con
morfina y en los abstinentes se produjo una reduccion significativa del
numero de células marcadas en laregion del arco hipocampal. Mediante
Western blot, se valoré en lisados de hipocampo la regulacion de
miembros de la familia BCL-2 proapoptdticos (BAX y BAD) y
antiapoptoticos (BCL-2 y BCL-XL). BAD aument6 significativamente
durante la tolerancia (144,8 + 15%) y la abstinencia (133 £ 18%). BAX
mostro tendencia al aumento en animales abstinentes (111 + 5%). Por
el contrario, BCL-2 disminuy6 durante la abstinencia (88 + 15%).
Nuestros resultados indican que el tratamiento crénico con morfina y la
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abstinencia provocan una inhibicién en la proliferacion celular y
promueven procesos apoptoticos en el SNC de raton.
Financiacion: FISS (G03/005) y Fundacion Valdecilla (02/A18).
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ESTUDIO ESTEREOL OGICO DE LOSEFECTOS
DE LA GABAPENTINA SOBRE LASNEURONAS
GABA-INMUNORREACTIVASEN LOSNUCLEOS
PRINCIPAL Y CAUDAL DEL TRIGEMINO Y EN EL
AREA DE ‘BARRILES CORTICALESEN LA RATA

Machin R, Bermejo PE, Avendafio C
Dpto. Morfologia, Facultad de Medicina,
Univ. Auténoma de Madrid. Madrid

La gabapentina (GP), un analogo estructural del GABA, es un farmaco
antiepiléptico que ha mostrado recientemente ser eficaz en el
tratamiento del dolor neuropatico, aunque se desconoce sumecanismo
de accién. En base a la hipotesis de un mecanismo gabérgico de su
accion, hemos aplicado GP por via SC (2 x 150 mg/kg/dia, 3 dias) en
ratas macho Sprague-Dawley adultas. Los cerebros se fijaron con
paraformaldehido, se cortaron en vibratomo a 80 micras y las secciones
seincluyeron planas en Durcupan. Zonas muestreadas sistematicamente
de los nticleos trigeminales caudal (Vc¢) y principal (Vp) y de laregion
de ‘barriles’ de la corteza (BF) se seccionaron seriadamente a 1 micra.
Se inmunotifieron con atc. monoclonal anti-GABA (C. Matute, clon
3D5) y se contaron los cuerpos marcados aplicando el disector fisico
conayuda de un equipo estereologico CAST-GRID. El mismo proceso
se realizd con animales control. La GP produjo una disminucion
significativa en el nimero de neuronas GABA+ en todas las zonas,
conreduccion de la intensidad global de marcado, aunque se mantuvo
un marcado intenso de las fibras y los botones GABA+ del neuropilo.
Estos resultados dejan abierta la cuestion de si esta disminucion se
debe a una regulacion a la baja en la sintesis y expresion de GABA o
a una deplecion en los somas con un aumento de su recambio.
R.M. disfruta de una beca predoctoral de la Fundacion UPSA.
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REDUCCION DE LASRESPUESTASA ESTIMULACION
TERMICA NOCIVA DE NEURONASDE LAMINA |

DE LA MEDULA ESPINAL EN RATONES CARENTES
DEL GEN DE LA PREPROTAQUIKININA A (PPT-A)

Mazario J?, Cao YQP, Basbaum Al 2
2Department of Anatomy, University of California. San Francisco, USA.
® Departament of Molecular and Cellular Physiology, Sanford University. USA

Introduccion. Los péptidos derivados del gen de la ppt-A, sustancia P
(SP) y neurokinina A (NKA), estan implicados en la transmision de
mensajes nociceptivos, pero su contribucion a el dolor agudo y crénico
sigue sin aclarar. En este estudio se han empleado ratones en los que el
gen ppt-A ha sido delecionado.

Material y métodos. Se utilizaron ratones (20-40 g) +/+ y —/—para el gen
ppt-A anestesiados con uretano 10% (1,3 g/kg, IP). La temperatura del
animal se mantuvo en torno a los 37 °C. Se registr6 la actividad de
neuronas de rango dinamico amplio de lamina I de la médula espinal
mediante un electrodo de tungsteno insertado entre 20 y 200 pm de
profundidad. Se aplicaron estimulos térmicos al campo receptivo de la
neurona a través de una sonda de cobre de 9 mm? durante 10 s a 40, 45
y 50 °C.

Resultados. No se observaron diferencias significativas entre ratones +/+
y —/— en la actividad espontanea de las neuronas ni en la frecuencia
de disparo evocada por estimulos a 40 y a 45 °C. La frecuencia de
disparo evocada durante los primeros 5 s de estimulacion a 50 °C fue
significativamente menor (p <0,05) en los ratones —/— (16,3 £5 Hz) que
en los +/+ (37,6 + 9 Hz).
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Conclusiones. La presencia de SP y NKA es necesaria para la correcta
codificacion de los estimulos térmicos nocivos de alta intensidad en
neuronas de lamina I de la médula espinal mientras que no es
imprescindible para la codificacion de estimulos térmicos no nocivos
o nocivos de baja intensidad.

Desarrollo y plasticidad
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EFECTOSDE LA DEPRIVACION SENSORIAL

OLFATORIA SOBRE LA INERVACION CENTRIFUGA

DEL BULBO OLFATORIO DE LA RATA

GOmez C, Barbado MV, Brifién JG, Recio JS, Aijon J, Alonso JR
Departamento de Biologia Celular y Patologia, Universidad de Salamanca

Los tres sistemas centrifugos enteramente extrinsecos al bulbo olfatorio
son el sistema colinérgico, el noradrenérgico y el serotoninérgico.
Dichos sistemas participan en lamodulacion de la informacion olfatoria
y estan involucrados en procesos de aprendizaje y memoria olfatoria.
Dados los conocidos efectos de la deprivacion olfatoria en los elementos
intrinsecos de la via olfatoria primaria, que incluyen cambios
citoarquitectonicos, neuroquimicos y fisioldgicos, nos planteamos
estudiar la respuesta de los sistemas moduladores centrifugos a la
ausencia de estimulacion aferente. Este estudio se llevé a cabo mediante
inmunohistoquimica para la deteccion de serotonina o dopamina-b-
hidroxilasa (DBH) y la histoquimica para la acetilcolinesterasa en
animales deprivados unilateralmente.

Nuestros resultados indican diferencias en el patrén de inervacion
serotoninérgica y noradrenérgica recibida por el bulbo olfatorio
ipsilateral a la narina ocluida, mientras que la colinérgica se mantiene
constante. Los cambios se resumen en un aumento de inervacion
serotoninérgica, la reduccion de fibras noradrenérgicas y la aparicion
de glomérulos especificos con una alta densidad de fibras DBH-
positivas. Estos datos demuestran la existencia de plasticidad en los
sistemas modulatorios centrifugos que pueden reflejar mecanismos
favorecedores de la adaptabilidad del sistema a la ausencia de
estimulacion periférica.

Trabajo subvencionado por la DGES (PM99-0068) y Junta de Castilla
y Leon.
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MAPEO DE TERRITORIOSPRESUNTIVOSDE LA ZONA
DE TRANSICION DIENCEFALO-TELENCEFALICA EN
EL EMBRION DE POLLO DE DOSDIAS DE INCUBACION

Alonso MA 2 BotellaM 2, Delgado AC? Delgado FJ2 Damas MCP,
TrujilloCM #

2Departamento de Microbiologia y Biologia Celular. ® Departamento de
Psicologia Educativa, Evolutiva y Psicobiologia, Universidad de La Laguna

Caudal a las vesiculas telencefalicas se sitiian la eminencia talamica
(EMT), el talamo ventral (TV), el talamo dorsal (TD) y el pretectum.
Nosotros hemos realizado un mapa de territorios presuntivos de la
placa alar en la zona de transicion entre el diencéfalo y el telencéfalo
con el objetivo de delimitar las regiones que forman parte de ella y
estudiar sus relaciones de vecindad, realizando trasplantes
homotoépicos y homocrénicos entre embriones de polloy codorniz del
estadio HH-10 (10 a 12 somitas). Las quimeras resultantes se
sacrificaron en distintos estadios del desarrollo. Nuestro analisis nos
permitié constatar que el TD, el TV y la EMT son territorios
contiguos en el prosencéfalo. Rostral a la EMT se encuentran los
territorios presuntivos del hipocampo y el septo que ocupan una
pequeia region medial del prosencéfalo secundario, mientras que el
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cortex caudal comprende un campo mediolateral mas amplio. Hemos
obtenido trasplantes que s6lo comprometen la porciéon mas dorsal de
la EMT, procedentes de zonas mediales del territorio prosencefalico,
constatando que células originadas alli migran ventralmente sin salir
de ella, y que algunas pasan al telencéfalo caudal, mientras que
trasplantes realizados en zonas laterales originan porciones ventrales
de la EMT y células que migran hacia el telencéfalo, rodeando al
fasciculo lateral y llegando algunas hasta el bulbo olfatorio. La EMT
ocupa una estrecha franja por delante del territorio del TV en la placa
alar prosencefalica.
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EFECTOSDE LA CAUTIVIDAD EN LA
NEUROGENESISDEL LAGARTO ADULTO

Damas MC?, Delgado FJ°,Alonso MA ®, Delgado ACP,
Garcia-Verdugo JM ¢, Trujillo CM P

Departamento de Psicologia Educativa, Evolutiva y Psicobiologia,
Universidad de La Laguna. ® Departamento de Microbiologia y Biologia
Celular, Universidad de La Laguna. ° Departamento de Parasitologia

y Biologia Celular. Universidad de Valencia

Los reptiles adultos conservan la capacidad de generar nuevas células
cerebrales. Diversos estudios han concluido que estas células son
neuronas. Su tasa de neurogénesis experimenta cambios cuyas causas
no estan determinadas. Nosotros estudiamos la influencia de ciertos
factores estacionales y medioambientales en la neurogénesis del lagarto
Gallotia galloti mantenido en cautividad y evaluamos si estas condiciones
inciden en la tasa proliferativa. Analizamos dos grupos de lagartos: el
primero se mantuvo en terrarios individuales externos durante un mes.
Un dia antes de ser sacrificados se les administrd cuatro dosis de 100
mg/kg de BrdU cada dos horas. El segundo fue sometido al mismo
tratamiento inmediatamente después de ser capturado en su medio
natural. Los cerebros se procesaron y se contaron las células marcadas,
encontrandose una disminucion significativa de la tasa proliferativa en
los animales del primer grupo con respecto a los del segundo. Esta
disminucién se localizd en tres areas telencefalicas: cortex medial,
septo y epéndimo ventromedial.

La disminucion «selectiva» de la neurogénesis indica que la falta de
estimulos sobre ciertas areas provocada por la cautividad, incide
negativamente en la neurogénesis. Dada la relacion de estos centros con
el sistema limbico y el control del movimiento, la ausencia de relacion
social y la limitacion del area de desplazamiento durante la cautividad
podria provocar una disminucion de la actividad en esos centros.
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GLIA RADIAL Y SUBDIVISION MESENCEFALICA: ESTUDIO
COMPARADO EN EMBRIONESDE LAGARTO Y POLLO
Trujillo CM & Delgado AC?, Alonso MA@, BotellaM ? Delgado FJ?,
DamasMC"

2Departamento de Microbiologia y Biologia Celular. ® Departamento de
Psicologia Educativa, Evolutiva y Psicobiologia. Universidad de La Laguna.

El estudio de la glia radial embrionaria del mesencéfalo del lagarto
Gallotia galloti nos ha permitido elaborar un modelo de subdivision
mesencefalica basado en las caracteristicas morfologicas y
moleculares de estas células. Creemos que este modelo puede servir
de base para interpretar el papel de la gliaradial en laregionalizacion
de cerebros estructuralmente mas complejos. Con esta idea hemos
estudiado la glia radial en el mesencéfalo de embrion de pollo,
usando Dil y los anticuerpos H5 y 3CB2 (marcadores de glia radial).
Constatamos que al igual que en lagarto, el tectum embrionario de
pollo aparece dividido en cuatro areas (griseum tectalis, techo
optico dorsal, area intermediata y torus semicircularis). El tegmento
esta caracterizado por largas prolongaciones de glia radial que
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convergen ventralmente hacia la flexura cefalica. Una empalizada
de gliaradial separa el tecto del tegmento y marca el limite alar/basal
a lo largo del eje A/P. Los limites mesencefalicos caudal y rostral
estan formados total (en el primer caso) o parcialmente (en el
segundo) por glia radial fasciculada. Estos limites pueden definirse
como la frontera mas allé de la cual no pasan las prolongaciones de
la glia radial mesencefélica. En la discusion se tienen en cuenta
algunas de las particularidades del patron en el pollo.
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CORRIENTESSINAPTICASMINIATURADEPENDIENTES
DE GABAx EN NEURONASPIRAMIDALESDE CORTEZA
CEREBRAL DE RATON MUTANTE LIS1

Valdés-Sanchez ML 2 Martinez S, Geijo-Barrientos EC
Instituto de Neurociencias, CSC, Campus de San Juan,
Universidad Miguel Hernandez. Alicante

El gen LIS1 es uno de los genes cuya mutacion produce lisencefalia tipo
I en el hombre. El raton mutante estudiado presenta la delecion del primer
exon codificante del gen transcribiendo una proteina LIS1 mas corta y
muestra alteraciones de la migracion neuronal en la corteza cerebral.
Las corrientes sinapticas miniaturadependientes de receptores de
GABA, (mIPSCs) se registraron en neuronas piramidales
identificadas visualmente mediante whole-cell patch clamp enrodajas
de corteza frontal con soluciones intracelulares y extracelulares a
concentraciones iguales de CI". La frecuencia de mIPSC fue menor
en los animales LIS1 de 7 dias posnatal (P7) (LIS1 0,55,+,0,16 Hz,
n=25; wild type -WT-2,39+ 1,81 Hz, n= 39, p<0,05) y en LIS1 P30
(LIS1 1,18+ 0,27 Hz; n=14; WT 5,74 £ 0,93 Hz, n=16, p<0,01). La
amplitud de las mIPSC fue similar en animales LIS1 y WT de P7 y
P30, pero la constante de tiempo promediada de la fase de caida de
las mIPSC (obtenida del ajuste a dos exponenciales) fue mayor en
animales LIS1 P7 (LIS1 7,32 +£ 0,75 ms, n=19; WT 5,50 £ 0,33 ms,
n=32, p<0,05) y en los animales LIS1 P30 (LIS1 4,17 £+ 0,27 ms;
n=15; WT 3,14 £ 0,32 ms, n=15, p<0,05).

Estos resultados sugieren que la transmision sinaptica inhibidora esta
alterada en la corteza cerebral de ratones mutantes LIS 1; esta alteracion
podria deberse, a la migracion anémala de interneuronas gabérgicas de
la corteza cerebral.

Trabajo realizado con los proyectos BF12002-03467 y QLG3-2000-
01625.
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CAMBIOSEN LA EXPRESION DE REELINA

DURANTE EL DESARROLLO DEL ESTRIADO DE RATA
Dopeso-Reyes 1G?, Lopez-Martin EP, Rodriguez-Pallares J°,
Pérez-Costas E?, Rodriguez MA 2, Labandeira-Garcia JL °,
Caruncho HJ?

3Dpto. Bioloxia Celular e Ecoloxia. ® Dpto. Ciencias Morfoldxicas.
Universidade de Santiago de Compostela

La reelina es una proteina de la matriz extracelular que acta en los
procesos de posicionamiento, sinaptogénesis y plasticidad neural. Esta
proteina aparece en parches en el estriado durante los estadios tardios de
desarrollo embrionario. Para aclarar el posible papel que puede desempeiiar
esta proteina durante la formacion de los parches del estriado hemos
llevado a cabo un estudio inmunohistoquimico en el que se analiz6 la
expresion de reelina en el estriado en estadios prenatales y neonatal asi
como la correlacion de la expresion de esta proteina con otros marcadores
como GDNF, DARP-32, TH, GAD, y el receptor GABAA.

Aunque en estadios anteriores encontramos células inmunorreactivas a
reelina (reln-ir), es a partir del estadio de 15 dias (E-15) y en el E-17
cuando observamos un aumento en el nimero de células reln-ir en el
estriado en desarrollo. En E-15 el niimero de células reln-ir representa
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aproximadamente un cuarto de las que son inmunorreactivas a GAD. En
el estadio E-19 la mayoria de las células reln-ir se localizan en el borde
del estriado, el resto forman parches en la capa del mato; la
inmunorreactividad observada en estas zonas era difusa. En el PO las
células reln-ir siguen estando presentes en el borde del estriado y
formando parches en la capa del manto, esta distribucion coincide con
la observada utilizando anticuerpos anti GDNF, DARP-32, TH, GAD
y la subunidad beta 2/3, alfa 2 y alfa 5 del receptor GABAA,.

La expresion temprana de reelina en el estriado en desarrollo sugiere que
esta proteina podria estar implicada en la formacion de los parches del
estriado e incluso en la sinaptogénesis de las aferencias dopaminérgicas.
Subvencionado por XUGA, DGESIC y Fundacié Maraté TV3.
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INMUNORREACTIVIDAD PARA CALRETININA DURANTE
EL DESARROLLO DE LA MEDULA ESPINAL DE LA LAMPREA
ViloriaA, Ruiz-Mufioz Y, Megias M

Departamento de Biologia Funcional y Ciencias dela Salud, Universidad de Vigo

P. marinus es una especie anadroma con un ciclo vida complejo:
embrion, prolarva, larva, metamorfosis y adulto. Utilizando un
anticuerpo policlonal para la calretinina (CR) se observan las primeras
células positivas en el momento de la eclosion: células dorsales
(Rohon-Bear) y motoneuronas. Dos dias después aparecen células
débilmente tefiidas entre las células dorsales y las motoneuronas.
Siete dias tras la eclosion aparecen células ganglionares débilmente
teflidas en la parte ventral de los ganglios espinales. Con el comienzo
del periodo larvario (30 dias tras la eclosion, 10 mm de longitud
corporal) aparecen interneuronas en la sustancia gris que ademas son
positivas para GABA, células que contactan con el liquido
cefalorraquideo en la parte ventral del canal central y numerosas células
ganglionares. En larvas premetamorficas (100-150 mm de longitud
corporal) la inmunorreactividad de las células dorsales disminuye y
aumenta la de las interneuronas. Tras la metamorfosis las células
dorsales son claramente negativas. En ejemplares adultos se observa un
incremento en la intensidad de marcaje de las interneuronas y una
disminucién en las células ganglionares y en las motoneuronas. Por
tanto, existe una correlacion entre la variacion de la inmunorreactividad
para la CR en distintos tipos celulares de la médula espinal y las
diferentes fases del ciclo de vida de la lamprea.

Financiado por CICYT (PM99-0072), Xunta de Galicia (PGIDT00
PXI30112PR) y Universidad de Vigo.
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REGENERACION DE AXONESSENSITIVOSY MOTORES

A TRAVESDE UN ELECTRODO REGENERATIVO.
ESTUDIO ESTEREOL OGICO CON TRAZADORES
RETROGRADOSEN LA RATA

Castro J2 Negredo P2, Lago N°, Navarro X ®, Avendafio C?

2Dpto. Morfologia, Facultad de Medicina, Universidad Autbnoma

de Madrid. Madrid. ®Dept. Biologia Cel-lular, Fisiologia i Immunologia,
Inst. de Neurociéncies, Univ. Autonoma de Barcelona. Bellaterra, Barcelona

Se ha demostrado que las fibras de un nervio periférico seccionado
regeneran a través de los microorificios de electrodos regenerativos
(ER) interpuestos entre los cabos del nervio. No obstante, se desconoce
la magnitud de esta regeneracion y la posible selectividad de subtipos
de fibras en este proceso. En el nervio ciatico seccionado de ratas
adultas hemos implantado unilateralmente un ER tras premarcado con
un pequefio cristal de Diamidino Yellow aplicado al extremo del cabo
proximal. Dos meses mas tarde se seccionaron ambos ciaticos 10 mm
distalmente al nivel de la primera seccion, y se aplicé mediante un
pocillo el trazador Fast Blue. Una semana después se perfundieron los
animales, y se extrajeron sus médulas y los ganglios raquideos de
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niveles lumbosacros. Se seccionaron en congelacion y se cuantifico el
marcado celular con microscopia de fluorescencia, aplicando el método
del fraccionador optico con la ayuda del programa CAST-GRID. Un
promedio de 18.500 neuronas fueron marcadas por el primer trazador
en los ganglios L4-L6, con una minima diferencia de lado (3% mas en
ellado control). E1 50% de las neuronas del lado de implantacion del ER
captaron también el segundo trazador, mostrando asi haber regenerado
a través del chip. El nimero de motoneuronas marcadas por el primer
trazador fue de 3.000 en el lado control y 2.500 en el lado de la
implantacion. So6lo el 5% de éstas captaron el segundo trazador,
mostrando una baja capacidad de regeneracion a través del chip.

Financiado por los Proyectos IST-2001-34892 e IST-2001-35094 de la UE.

P 151

ESTUDIO MORFOFUNCIONAL DE LA CONEXION DEL
COLICULO INFERIOR AL COLICULO SUPERIOR DE

LA RATA CONTROL Y ENUCLEADA NEONATALMENTE
Gerrikagoitia | 2, Garciadel Cafio G Abenia JM ®, Sebastian M ®,
Martinez-Millan L #

2Departamento de Neurociencias, Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Unibertsitatea. ® Servico de Otorrinolaringologia, Hospital Clinico Universitario
de Zaragoza

Mediante la inyeccion del trazador anteréogrado BDA en diferentes
subdivisiones del coliculo inferior (CI) se estudio su la conexion desde
dicha estructura al coliculo superior. Eran notables las diferencias en la
densidad de fibras terminales, que era maxima tras las inyecciones que
abarcaban las capas 1-2 de la corteza externa y la corteza dorsal del CI.
Los plexos terminales cuya densidad aumentaba en sentido dorsoventral
y rostrocaudal, se organizaban en 3 niveles: uno se extendia desde la
parte ventral del estrato gris superficial (SGS) hasta el estrato gris
intermedio, otro desde el estrato gris profundo al estrato blanco profundo
y el tercero localizado en la sustancia gris periacueductal. Tras la
estimulacion auditiva mediante tonos de 1-4 Khz, se marcaron
inmunohistoquimicamente, con anticuerpos contra el factor de
transcripcion c-fos, neuronas activadas presinapticamente, objetivandose
una correlacion entre su distribucion y la de los campos terminales.
La desaferenciacion visual neonatal produjo un ascenso de numerosas
fibras al SGS privado de estimulos visuales, asi como un notable
aumento en el numero de células c-fos positivas en dicho estrato tras la
estimulacion auditiva, lo que sugiere unareaccion plastica compensatoria
mediante el reclutamiento, por parte del sistema auditivo, de neuronas
del SGS que normalmente procesan informacion visual.

Financiado por: Fondo de Investigaciones Sanitarias; P1020579.
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VARIACIONESENTRE AMBOS SEXOSEN

LA EXPRESION DE REELINA EN EL AREA

PREOPTICA E HIPOTALAMO DE RATA

Caruncho HJ, Dopeso-Reyes |G, Otero MJ, Pérez-Costas E,
Rodriguez MA

Dpto. Bioloxia Celular e Ecologia, Universidade de Santiago de Compostela

La reelina es una glicoproteina de matriz extracelular. Durante el
desarrollo su expresion es elevada en diversas areas del encéfalo donde
regula la migracion neuronal. Esta proteina contintia presente en el
encéfalo adulto donde se ha relacionado con la plasticidad sinaptica. En
este estudio nos hemos propuesto analizar las posibles diferencias entre
ambos sexos en la expresion de reelina en dos areas encefalicas que
muestran un elevado grado de plasticidad sinaptica como el area predptica
¢ hipotalamo de rata, mediante técnicas inmunohistoquimicas. En los
machos hemos observado numerosas células reelina inmunorreactivas
en el area predptica (area periventricular, medial y lateral) e hipotalamo
anterior (nucleo paraventricular y regién supraquiasmatica); aunque
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estas agrupaciones siguen estando presentes en las hembras, el nimero
de célulasreelina inmunorreactivas disminuye conrespecto al observado
en los machos. Otra diferencia entre ambos sexos la hemos encontrado
en la region del arcuado, donde los machos presentan células reelina
inmunorreactivas, sin embargo, éstas estan practicamente ausentes en
las hembras. En la region mamilar de ambos sexos no hemos detectado
inmunorreactividad a la reelina. Estos resultados indican variaciones en
la expresion de reelina entre ambos sexos a nivel del hipotdlamo y area
predptica, las cuales podrian estar relacionadas con diferencias
hormonales y fisiologicas asociadas al sexo.

Financiacién: proyecto de la Fundaci6 Marato TV3.
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PAPEL DE LASMETALOTIONEINASEN LA
REGENERACION DEL NERVIO PERIFERICO

Lago N2 Ceballos D2 Molinero A®, Hidalgo J®°, Verdi E?,
Navarro X #

2Grupo de Neuroplasticidad y Regeneracion, Unidad de Fisiologia Médica.
bUnidad de Fisiologia Animal, Instituto de Neurociencias y Departamento de
Biolgia Celular, Fisiologia e Inmunologia, Universitat Autdnoma de Barcelona

Las metalotioneinas (MT) son unas proteinas neuroprotectoras frente la
toxicidad por metales, estrés oxidativo, etc. Se ha evaluado el posible
papel de estas proteinas sobre la regeneracion periférica después del
aplastamiento del nervio ciatico. Se han utilitzado ratones knock-out
(KO) para las proteinas MT-142 (MT-1+2KO) y para la MT-3 (MT-
3KO) junto con sus controles genéticos (129/Sv). Tras lesionar el
nervio ciatico, se evalu6 latasa de regeneracion axonal alos 2,4y 7 dias,
mediante el pinch test, y alos 14 dias se valor¢ la latencia y la amplitud
del potencial de accion compuesto de los musculos plantar y
grastrocnemio, y del potencial de accién compuesto de los nervios tibial
y digital. Se ha realizado la descripcién morfolégica y el recuento del
numero de fibras mielinicas en degeneracion y regeneracion a los 2, 4,
7 y 14 dias asi como el analisis de la reinervacion a nivel de las
almohadillas por técnicas inmunohistoquimicas.

Los resultados muestran diferencias en la tasa de regeneracion en los
MT-3KO, respecto a los otros 2 grupos, siendo mas elevadaalos 2y a
los 14 dias, donde solo este grupo presenta potenciales de accion
nervioso en el nervio digital. Este resultado queda reforzado por los
estudios morfoldgicos donde el nlimero de fibras mielinicas regeneradas
es significativamente mas elevado en este grupo. Estos resultados
sugieren que laMT-3 puede jugarun papel importante en laregeneracion
axonal después de una lesion del nervio periférico.
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EFECTOSDEL ETANOL SOBRE LA SINAPTOGENESIS
EN NEURONASDE HIPOCAMPO EN CULTIVO
GratacOs E, Gual A, MordesM

Laboratorio de Neurofisiologia, Facultad de Medicina,

Universitat de Barcelona, Institut d’ I nvestigacions Biomediques
Agusti Pi i Sunyer (IDIBAPS). Barcelona

El etanol es una molécula polar de pequefio tamafio que puede cruzar
labarrera hematoencefalica (BHE) por difusion simple. Varios estudios
de los efectos del etanol sobre distintos tipos celulares, parecen
indicar que repercute sobre el citoesqueleto de actina, induciendo una
despolimerizacion de la actina a través de la via de sefializacion de
Rho. Se ha descrito que mutaciones que alteren esta via de
senyalizacion, llevan auna conectividad anormal y a déficit cognitivos
en humanos.

Laactina es uno de los principales componentes del citoesqueleto de las
neuronas y participa en procesos de crecimiento y de sinaptogénesis.
En el presente estudio se pretenden estudiar los efectos del etanol sobre
la morfologia y la capacidad de formaciéon de nuevas sinapsis de
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neuronas de hipocampo de rata en cultivo sometidas a los efectos del
etanol en distintos momentos del desarrollo neuronal.

El estudio se ha dividido en tres periodos: (1) Periodo temprano:
exposicion a etanol desde el dia 2 hasta el dia 8 del cultivo in vitro para
observar cambios en la morfologia de los conos de crecimiento y en la
diferenciacion y desarrollo neuritico. (2) Periodo intermedio o de
sinaptogénesis: exposicion a etanol desde el dia 4 hasta el 16 para
estudiar cambios en la sinaptogénesis. (3) Periodo de maduracion:
exposicion a etanol desde el dia 14 hasta el 22 del cultivo para
cuantificar los posibles cambios en la morfologia y densidad de las
espinas dendriticas.
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BONE MORPHOGENETIC PROTEINSREGULAN

LA ACTIVIDAD DE SONIC HEDGEHOG EN EL
DESARROLLO DEL CEREBELO

Rios|? Alvarez R®, Pons SP, Marti E?

3 | ngtituto de Biologia Molecular de Barcelona (CID-CSIC). ° Instituto

de Investigaciones Biomédicas de Barcelona (IDIBAPS-CSIC). Barcelona

Durante el desarrollo del cerebelo Sonic hedgehog (Shh) se expresa en
las neuronas de Purkinje y es el responsable directo de la expansion
clonal de precursores de neuronas granulares, que ocurre en la capa
germinativa externa (EGL). Esta proliferacion inducida por Shh esta
regulada por glicoproteinas de la matriz extracelular, sin embargo, para
que las neuronas granulares completen su programa de diferenciacion
la actividad de Shh debe ser totalmente inhibida. En el presente trabajo
hemos iniciado la biisqueda de una sefial o grupo de senales capaces de
antagonizar la sefializacion de Shh y por lo tanto capaces de permitir la
diferenciacion de neuronas granulares. Como interés afladido al proceso
de desarrollo normal del cerebelo, esta el control de la formacion de
tumores cerebelares (meduloblastomas), directamente inducidos por la
seflalizacion de Shh.

Las bone morphogenetic proteins (BMPs), se expresan durante el
desarrollo del cerebelo. BMP2 y BMP4 se expresan en la EGL donde la
proliferacion de precursores granulares es maxima. La expresion de
BMP2 posteriormente se inicia también en la capa granular Interna
donde se localizan las neuronas granulares diferenciadas. En cultivos
primarios de precursores de granulares, BM2 y BMP4 son capaces de
inhibir totalmente la proliferacion inducida por Shh, asi permitiendo la
diferenciacion de neuronas granulares. BMP7 sin embargo se coexpresa
con Shh en las neuronas de Purkinje, y en cultivos primarios tiene
actividad sinergistica con Shh. Utilizando un sistema semi-in vivo de
cultivos de rodajas, en donde hemos implantado beads de agarosa
recubiertos con las distintas proteinas, los resultados obtenidos confirman
el antagonismo de BMP2/BMP4 sobre la proliferacion de precursores
de granulares.
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ESPECIFICACION DE SUBTIPOSDE MOTONEURONAS
ESPINALES: UN NUEVO PAPEL PARA SONIC HEDGEHOG
Cayuso J, Marti E

Instituto de Biologia Molecular de Barcelona (CID-CSIC). Barcelona

El papel del morfoégeno Sonic hedgehog (Shh) en la determinacion del
eje dorso-ventral del tubo neural de vertebrados es bien conocido. Shh
se expresa en la notocorda y en la placa del suelo. Después de distintas
modificaciones postranscripcionales se secreta y difunde haciaregiones
dorsales especificando, de manera dependiente de concentracion,
distintas subpoblaciones de precursores (p0, pMN, pl, p2, p3) que
daran lugar a las motoneuronas (MN) y a diferentes subtipos de
interneuronas (V0, V1, V2, V3). Los distintos tipos de motoneuronas
espinales (MN), generados todos a partir de un precursor comiin (pMN)
se agrupan en columnas a lo largo del eje rostrocaudal y se distinguen
por su posicion, por la expresion de distintos genes marcadores y por
la trayectoria de sus axones. Mientras la columna medial de MNs
(MMC) inerva la musculatura axial, la columna lateral (LMC) proyecta
sus axones a los musculos de las extremidades. La LMC, esta dividida
ademas en la region lateral (LMCL) que inerva la musculatura dorsal
de la extremidad, y la region medial (LMCM) que proyecta hacia
musculos ventrales.

En este trabajo describimos la expresion de Shh en poblaciones
posmitoticas de MNs de la LMCM. Esta expresion sugiere un posible
nuevo papel de Shh en la determinacion de un subtipo especifico de
MNs espinales. Para estudiar esta posible actividad hemos utilizado
elementos de la via de sefializacion de Shh; un dominante negativo de
Pka (activador de la via) y un mutante del receptor Patched (inhibidor
de la via), que han sido introducidos in vivo en embriones de pollo,
mediante electroporacionin ovo. Laactivacion o inhibicion constitutiva
de la via de sefalizacion de Shh especificamente en estas poblaciones
de MNs nos permitird analizar de forma directa su funcion.
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MODULACION DE LA PLASTICIDAD
ESTRUCTURAL EN EL SISTEMA LIMBICO
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

Nacher J, VareaE, Molowny A, Ponsoda X, L6pez-GarciaC
Departament de Biologia Cel-lular i Parasitologia, Universitat de Valencia

La expresion de moléculas relacionadas con la plasticidad estructural
persiste en determinadas regiones del cerebro adulto, especialmente en
el sistema limbico, donde se ha relacionado con el aprendizaje y la
memoria. Durante el envejecimiento del hipocampo, la expresion de
moléculas como la forma polisializada de NCAM (PSA-NCAM), la
doblecortina (DCX) o la proteina mediadora de la respuesta a la
colapsina-4 (CRMP-4) decrece considerablemente. Para estudiar como
afecta el envejecimiento a la plasticidad estructural del sistema limbico,
hemos estudiado la expresion de estas moléculas en el hipocampo, la
corteza piriforme y la amigdala de la rata. El hipocampo de ratas viejas
todavia mantiene neuronas granulares DCX, PSA-NCAM y CRMP-4
inmunoreactivas, probablemente de nueva generacion. No obstante,
durante el envejecimiento también se detectan células que expresan
DCX en regiones del cerebro donde no ha sido descrita neurogénesis
adulta, como la corteza piriforme y, sorprendentemente, la amigdala.
Tratamientos que mejoran las capacidades cognitivas de las ratas
durante el envejecimiento, como la administracion de L-deprenil,
incrementan significativamente la expresion de DCX en el hipocampo
y la corteza piriforme de ratas viejas. Resultados similares se observan
en la expresion de PSA-NCAM o de CRMP-4. Estos resultados apoyan
y expanden la idea de que la plasticidad estructural persiste y puede ser
incrementada durante el envejecimiento cerebral.
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ALTERACION EN EL PATRON DE RESPUESTA DE [CAZ]i
EN LA NEOCORTEZA DE EMBRIONES HIPOTIROIDEOS

CuevasE, Soria M, Valdeolmillos M, Berbel P
Instituto de Neurociencias, Universidad Miguel Hernandez-CSIC. Alicante

Las hormonas tiroideas maternas son fundamentales para el desarrollo del
cerebro y su carencia produce una alteracion en la migracion neuronal
durante la corticogénesis en feto. Los mecanismos relacionados con la
seflalizacion mediada por cambios de la concentracion intracelular de
calcio ([Ca*"]i) en las neuronas migratorias se han estudiado en respuesta
a diferentes neurotransmisores. Los cambios de la [Ca®]i en una zona
marginal (MM), intermedia (MI) y ventricular (MV) de (150 % 50 pm) de
la neocorteza lateral de ratas Wistar normales e hipotiroideas (tratadas con
metimazol), a edad embrionaria (E) 15-16 y 19-20, inducidos por kainato
(50 uM) y muscimol (50 pM) se midieron en rodajas coronales de 300 pm.
Las rodajas se incubaron 1-2 dias en medio neurobasal y previo al registro,
con Fura-2 AM (50 pM). En embriones normales (E15-16), se observaron
cambios de la [Ca®*]i mayores en la MM, con respecto alaMIyala MV.
En los embriones hipotiroideos, el patron de respuesta fue mayor en la MM
y menor en la Ml y MV, comparado con los embriones normales. Sin
embargo, a E19-20, no se observaron diferencias entre ambos y larespuesta
parecida fue en las tres zonas de muestreo. Estos resultados sugieren un
patrén de maduracion en la respuesta a neurotransmisores en la neocorteza,
asimismo, un retraso en la expresion o funcion de los receptores para
neurotransmisores en las neuronas de los embriones hipotiroideos.
Financiado por SAF2000-0152-C01/C02 (PB/MV) y CONACYT
124841 (EC).
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PROTEINASSMAD EN EL ESTABLECIMIENTO

DEL PATRON DORSOVENTRAL DEL TUBO NEURAL
Garcia-Campmany L, Marti E

Instituto de Biologia Molecular de Barcelona (CID-CSIC). Barcelona

La médula espinal es la parte anatbmicamente mas sencilla del sistema
nervioso central (SNC); la mitad dorsal contiene neuronas que integran
informacion sensorial periférica y la mitad ventral contiene neuronas
responsables del control motor. Esta organizacion adulta refleja el
origen embrionario de los distintos tipos neuronales; en la parte dorsal
se generan seis clases de interneuronas (dI1-dI6) implicadas en el
control sensorial, mientras que en la parte ventral se generan cuatro
tipos de interneuronas ventrales(V0-V3) ademas de las motoneuronas
espinales (MN). Esta organizacion del tubo neural se adquiere durante
el desarrollo embrionario mediante las acciones opuestas de las bone
morphogenetic proteins (BMPs) y de Sonic hedgehog (Shh) secretados
desde centros organizadores dorsales y ventrales respectivamente.
BMPs y otros miembros de la superfamilia de los transforming growth
factors b (TGFb) se expresan en el ectodermo no neural, en la linea
media dorsal y en el tercio dorsal del tubo respectivamente, induciendo
la adquisicion de fenotipos dorsales.

En este trabajo hemos iniciado un estudio de la expresion de proteinas
Smad, los efectores transcripcionales de la via de TGFb/BMPs, en el
tubo neural de embriones de pollo. En particular hemos analizado
Smad1-5-8 como activadores de la transcripcion dependiente de BMPs,
Smad2-3 como activadores dependientes de TGFb, y Smad6-7 que son
inhibidores de ambas vias. Basandonos en los datos de expresion
obtenidos, estudiamos la actividad de estos factores de transcripcion in
vivo, mediante la electroporacion in ovo de formas nativas o mutadas de
los mismos.
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LA EMINENCIA GANGLIONAR MEDIAL PRODUCE
NEURONASQUE MIGRAN TANGENCIALMENTE

A LOSPALIOSLATERAL Y VENTRAL

Garcia-Lopez M, Legaz |, Medina L

Departamento de Anatomia Humana, Facultad de Medicina,
Universidad de Murcia. Murcia

Laeminencia ganglionar medial (EGM) es una fuente de interneuronas
gabérgicas hacia la corteza cerebral y el hipocampo. Los palios
lateral y ventral (PL,PV), que incluyen el ntcleo endopiriforme y el
complejo basolateral de la amigdala (BLC), también contienen
interneuronas gabérgicas. En el BLC, existen varios subtipos de
interneuronas gabérgicas que contienen neuropéptido Y (NPY),
somatostatina (SS) o VIP (Muller et al., 2003). Nuestro objetivo ha
sido analizar si, como en la corteza y el hipocampo, parte de las
interneuronas de PL y PV se originan en la EGM. Para ello, primero
hemos analizado el desarrollo de neuronas inmunorreactivas para
GABA,NPY oSS enel claustro, nticleo endopiriforme y BLC. Desde
estadios embrionarios tempranos, en estos centros existen bastantes
neuroblastos migratorios y neuronas inmaduras inmunorreactivas
para GABA, NPY o SS. Para analizar el posible origen de parte de
estas células en la EGM, hemos realizado cultivos organotipicos de
rodajas de telencéfalo embrionario de ratén, y hemos aplicado el
marcador fluorescente CMTMR en la EGM. A las 48 horas de
incubacion, de forma constante, hemos observado un pequefio nimero
de neuroblastos migratorios o neuronas inmaduras desplazadas
tangencialmente desde la EGM hacia el nucleo endopiriforme y
BLC. En el futuro pensamos usar inmunofluorescencia para saber si
algunas de las células desplazadas desde el EGM a PL y PV son
peptidérgicas.

Financiacion: FIS 01/0057/02 y BF12000-C1359-C02-02 a L.M.
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MIGRACION TANGENCIAL DE NEURONAS
DESDE LA EMINENCIA GANGLIONAR LATERAL
A LOSPALIOSLATERAL Y VENTRAL

Legaz |, Garcia-Lépez M, Medina L

Departamento de Anatomia Humana, Facultad de Medicina,
Universidad de Murcia. Murcia

Laeminencia ganglionar lateral (EGL) es una fuente de interneuronas
gabérgicas hacia la corteza cerebral y el hipocampo. Los palios
lateral y ventral, que incluyen el claustro, el nucleo endopiriforme y
el complejo basolateral de la amigdala (BLC), también contienen una
subpoblacion de interneuronas gabérgicas. En el BLC, el 55% de
estas interneuronas contienen calbindina (CB) (Muller et al., 2003).
Nuestro objetivo ha sido analizar si, como en la corteza, parte de las
interneuronas de los palios lateral y ventral se originan en la EGL.
Para ello, primero hemos analizado el desarrollo de neuronas
inmunorreactivas para GABA o CB en el claustro, ntcleo
endopiriforme y BLC. Desde estadios embrionarios tempranos, en
estos centros existen bastantes neuroblastos migratorios y neuronas
inmaduras inmunorreactivas para GABA o CB. Para analizar el
posible origen de parte de estas células en la EGL, hemos realizado
cultivos organotipicos de rodajas de telencéfalo embrionario de
raton, y hemos aplicado el marcador fluorescente CMTMR en
distintos niveles rostrocaudales de la EGL. Tras 48 horas de
incubacion, de forma constante, hemos observado un pequefio nimero
de neuronas inmaduras marcadas con CMTMR desplazadas
tangencialmente desde la EGL hacia distintas partes de los palios
lateral y ventral, incluyendo el claustro y el nucleo endopiriforme.
Algunas de ellas eran inmunorreactivas para CB.

Proyectos BF12000-C1359-C02-02 y FIS 01/0057/02 a L.M. y beca
FP2000-5943 a L.L.
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REGULACION DE LA PROLIFERACION DE CELULAS
FORMADORASDE NEUROESFERASY DE PRECURSORES
NEURONALESY GLIALESPOR OXIDO NiTRICO

Torroglosa A, Murillo-Carretero M, Matarredona ER, Estrada C
Areade Fisiologia, Facultad de Medicina,Universidad de Cadiz

El 6xidonitrico (NO) inhibe la proliferacion de los precursores neuronales
de la zona subventricular (SVZ) en el raton adulto. Para analizar si
se trata de un efecto directo sobre dichos precursores, se obtuvieron
células de la SVZ de ratones posnatales (P7) y se mantuvieron en
cultivos de neuroesferas (NF) en presencia de EGF. La adicion del
donante de NO, DETA-NO, a los cultivos disminuy6 el nimero de
NF formadas asi como su tamafio medio. Las células de NF en
cultivo expresaron las isoformas de NO sintasa nNOS e iNOS.
Cuando se cultivaron las NF en presencia de L-NAME, inhibidor no
selectivo de la actividad NOS, aumentd tanto el nimero como el
tamafio de las NF. El tratamiento con 7-nitroindazol, inhibidor de
nNOS, o con 1400w, inhibidor de la isoforma inducible, produjo
efectos semejantes, aunque menos marcados, sugiriendo que ambas
isoformas estan activas en estas células. Cuando las células que
formaban las NF se disgregaron y se sembraron sobre un sustrato de
poliornitina, las células adheridas continuaban proliferando en
presencia de EGF e insulina y comenzaban a diferenciarse. En estas
condiciones, la adicion de NO inhibid la densidad de células en el
cultivo, el porcentaje de células que incorporaban BrdU, y la
transfosforilacion del receptor de EGF, cuando era activado por su
ligando. Las células adheridas también expresaron las dos isoformas
de NOS y aumentaron su proliferacion cuando se inhibid esta
actividad enzimatica.

Financiado por FIS00/1080 y SAF2002-2131.
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BMP7 ACTUA EN SUCESIVASETAPASDEL DESARROLLO
DEL OJO: EVIDENCIAS SOBRE SU IMPLICACION EN LA
FORMACION DE LA FISURA OPTICA

Morcillo J, Martinez-Morales JR, Trousse F, Bovolenta P
Departamento de Neurobiologia del Desarrollo, Instituto Cajal, CSC

La invaginacion de la vesicula Optica y su especificacion en retina
neural (RN), epitelio pigmentado (EP) y tallo optico (TO) requiere
de la actividad de distintos factores extracelulares, incluyendo las
BMPs. En ratones nulos para Bmp?7 el desarrollo del ojo se detiene
muy temprano, causando microftalmia o anoftalmia (Dudley et al.,
1995). Nosotros nos hemos planteado la hipotesis de que la actividad
BMP7 seanecesaria para especificar los distintos territorios oculares.
Asi, hemos analizado la expresion de genes caracteristicos de RN
(Six3, Chx10), EP (Otx2, Mitf) y TO (Vaxl, Pax2, RALDH3) en
ratones Bmp7-/—, cedidos por la Dra. E. Robertson. Los resultados
obtenidos demuestran que la actividad BMP7 es necesaria para la
segregacion de la RN y el EP en el 50% de los embriones Bmp7—/—. Los
restantes homocigotos nulos carecen de fisura optica y arteria
hialoidea, deficiencia que se correlaciona con una menor proliferacion
delaRN yunareduccion de las células del disco 6ptico que expresan
Pax2 y Netrinal. Tal vez como resultado de estas alteraciones, los
axones de las células ganglionares son incapaces de abandonar la
copa Optica con una consecuente aplasia o hipoplasia del nervio
optico, donde también el nimero de células gliales aparece reducido.
Estos datos sugieren que BMP7 actua en distintas etapas del desarrollo
ocular incluyendo la regionalizacion de la vesicula optica, la
morfogénesis de la fisura Optica y, posiblemente la generacion de la
glia del nervio dptico.
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DISTRIBUCION DE TIROSINA HIDROXILASA
DURANTE LA ONTOGENIA DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL DEL PEZ CEBRA

Arévao R, Arenzana FJ, Porteros A, Clemente D, Aijon J
Instituto de Neurociencias de Castilla'y Ledn, Dpto. de Biologia Celular
y Patologia, Universidad de Salamanca

La deteccion de tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante de la
biosintesis de catecolaminas, se emplea para analizar la distribucion
de elementos catecolaminégicos en el sistema nervioso central (SNC).
En el pez cebra adulto se observan, ademas de neuropilo tefiido,
células marcadas distribuidas a lo largo de toda su extension. Hemos
analizado la evolucion de la inmunorreactividad para TH durante el
desarrollo del SNC del pez cebra.

La TH se expresa por primera vez a las 24 horas posfecundacion
(hpf) en la placa basal del prosencéfalo. A las 48 hpf esta poblacion
se segrega en dos. La mas dorsal constituira la parte caudal del
tubérculo posterior, y la mas ventral originard el componente
catecolaminérgico del hipotalamo. En ese mismo estadio se observan
células positivas a TH en el primordio del bulbo olfatorio, area
predptica y en el mielencéfalo. A las 60 hpf aparecen células
marcadas en el pretectum, tdlamo ventral y tubérculo posterior. Tras
la eclosion, son positivas las células interplexiformes de la retina,
aumentando la densidad de los elementos marcados en el resto del
SNC. A las 96 hpf, aparecen células tefiidas en la glandula pineal
junto con neuropilo en el techo optico rostral. A las 108 hpf se
observa marcaje en los hemisferios telencefalicos y en fibras del
cerebelo. El unico cambio a partir de este estadio es la desaparicion
del marcaje de las células de la glandula pineal.

Trabajo cofinanciado por el FISS (P1021730) y la Junta de Castilla
y Leon.
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ANALISISDE LA EXPRESION Y FUNCION

DE LA a-SINUCLEINA DURANTE EL DESARROLLO
DEL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

Cano-Jaimez M, Milan-Sanchez M, Farifias |

Unidad de Neurobiologia Molecular, Departamento de Biologia Celular,
Facultad de Biologia, Universidad de Valencia. Burjassot, Valencia

La a-sinucleina (0SYN) se expresa en la mayoria de neuronas y se
encuentra enriquecida en terminales sinapticos. Aunque la funcién
normal de la aSYN es desconocida se sabe que se acumula
anormalmente, formando inclusiones intracelulares caracteristicas
(cuerpos de Lewy), en la enfermedad de Parkinson. Para tratar de
elucidar el papel normal de la aSYN hemos estudiado su patrén de
expresion durante el desarrollo embrionario. A diferencia de la
situacion en el adulto, la expresion de aSYN en el cerebro prenatal se
restringe desde estadios muy tempranos (E10) a poblaciones neuronales
que expresan tirosina hidroxilasa. Curiosamente, también hay
expresion de aSYN en ganglios del sistema nervioso periférico,
sensoriales y simpaticos, que es variable a lo largo de la embriogénesis.
Debido a la marcada expresion de la aSYN en el ganglio nodoso y en
el ganglio cervical superior (SCG) hemos analizado algunos parametros
del desarrollo de estos ganglios. Hemos analizado la proliferacion,
neurogénesis y supervivencia neuronal in vivo, sin encontrar diferencias
entre genotipos. Sin embargo, estudios in vitro de dependencia trofica
muestran que neuronas disociadas del ganglio nodoso de embriones
mutantes nulos para dSYN resisten mejor la privacion trofica que
neuronas aisladas de embriones de genotipo salvaje. Estamos
analizando los posibles mecanismos implicados en esta supervivencia
diferencial y el posible papel de la aSYN en el desarrollo de la
morfologia neuronal.
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ESTUDIO DE LA FUNCION DE IRS-2EN LA PROLIFERACION,
DIFERENCIACION Y SUPERVIVENCIA CELULARESEN EL
SISTEMA NERVIOSO

ChirivellaL ? Kirstein M 2 Valdés T2 Burks D ®, Farifias |2
2Unidad de Neurobiologia Molecular, Departamento de Biologia Celular,
Universidad de Valencia. Burjassot, Valencia. ® Departamento de Biologia
Celular y Patologia, Universidad de Salamanca. Salamanca

El factor de crecimiento IGF-I, relacionado estructuralmente con la
insulina, interviene en el desarrollo embrionario y postnatal del
sistema nervioso central de mamiferos, asi como de otras estructuras
como el pancreas, hueso, retina, misculo y tejido adiposo. El IGF-I
ejerce su accion a través de la cascada de sefializacion de la insulina/
IGF,un paso esencial ensu activacion es la fosforilaciéon de miembros
de la familia IRS (insulin receptor substrate). Hasta hoy se han
descrito 4 miembros de esta familia, de los cuales el mas ubicuo es
IRS-2. Para estudiar el posible papel de IRS-2 in vivo en la
proliferacion, supervivencia y diferenciacion de células neurales
hemos analizado distintos aspectos del desarrollo del sistema nervioso
de ratones mutantes nulos para IRS-2 (Irs2—/—). En ratones neonatos
deficientes en IRS-2 se observan déficits especificos en el numero
de neuronas de ciertas estructuras del sistema sensorial primario que
indican un efecto selectivo de esta via de sefalizacion en la
supervivencia neuronal. Concretamente en el ganglio nodoso, un
ganglio sensorial visceral que inerva distintos 6rganos del torax y
abdomen, se produce una pérdida de neuronas de aproximadamente
un 25% en ausencia de IRS-2. Ademas, para estudiar el posible
efecto sobre la proliferacion y diferenciacion de progenitores neurales
hemos estudiado el comportamiento de progenitores multipotentes
aislados a partir de cerebros embrionarios y de zonas neurogénicas
posnatales.
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ESTUDIO IN VIVO DEL CONTROL DEL NUMERO
DE NEURONASEN EL DESARROLLO TEMPRANO
DE LOS GANGLIOS SENSORIALESESPINALES
POR NT-3Y LA FAMILIA CIP/KIP

Bellmunt E, Farifias |
Unidad de Neurobiologia Molecular, Departamento de Biologia Celular,
Universidad de Valencia. Burjassot, Valencia

Los mutantes para distintos miembros de la familia de las neurotrofinas
sufren pérdidas de neuronas en los ganglios sensoriales espinales
(DRG) desde etapas tempranas del desarrollo. Existe cierta
controversia en cuanto al fenotipo temprano del mutante de NT-3. Se
ha postulado que la muerte neuronal podia producir una diferenciacion
prematura de los precursores en el ganglio que contribuiria a la
reduccion del nimero final de neuronas y que este efecto podria ser
indirecto. Otros trabajos han sugerido que en ausencia de NT-3, se
producen cambios en la expresiéon de moléculas de ciclo celular y
que las neuronas generadas intentan reentrar en el ciclo proliferativo,
lo cual les provoca la muerte. Para profundizar en estos aspectos,
hemos estudiado la expresion de inhibidores de kinasas dependientes
de ciclinas (CKI) de la familia Cip/Kip en los DRGs en distintos
estadios del desarrollo, tanto en condiciones normales como en
condiciones de falta de NT-3 y hemos analizado el fenotipo de
ratones mutantes nulos para p21 y p27, asi como de los mutantes
dobles nulos de NT-3 y cada CKI, para ver su participacion en la
formacion de estas estructuras. Para ver si el efecto de la falta de NT-3
sobre los precursores estd, en realidad, mediado por la muerte
neuronal también se han analizado mutantes dobles nulos para Bax
y NT-3, en los que la ausencia de la molécula proapoptotica, produce
el rescate de la muerte neuronal y es viable estudiar otras posibles
funciones de NT-3.
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CAMBIOSDIFERENCIALESEN EL DESARROLLO

DE LA INERVACION INTRAMUSCULAR INDUCIDOS
POR PARALISISDE LA ACTIVIDAD NEUROMUSCULAR
CON CURARE O POR LESION NEURONAL CON NMDA

Tarabal O, Ciutat D, Sainz A, Calder6 J, Ribera J, Casas C,
Casanovas A, Esquerda JE
Departament de Ciencies Mediques Basiques, Universitat de Lleida

Dado que laactividad neuromuscular durante el desarrollo es importante
en la determinacion tanto en el numero de MNs como del patron de
inervacion motora periféricay del nimero de sinapsis neuromusculares,
hemos determinado los cambios en estos parametros en embriones de
pollo después de inducir la paralisis con NMDA o bien con curare. Los
resultados han confirmado que el tratamiento con curare incrementa el
numero de MNs en la médula espinal asi como el niimero de
ramificaciones nerviosas intramusculares y de sinapsis visualizadas
por labungarotoxina o con anticuerpos especificos. Ademas, lalongitud
de la membrana postsinaptica es inferior a la de los controles. Por otra
parte, el tratamiento con NMDA incrementa también el nimero de MNs
y produce aumento en la complejidad y en el niimero de las ramas
nerviosas intramusculares que siguen, no obstante, un patron distinto
del observado con curare. La longitud de las sinapsis neuromusculares
se incrementa muy notablemente por el tratamiento con NMDA.
Concomitantemente, el contenido en CGRP del soma de las MNs se
halla muy incrementado en los embriones tratados con NMDA pero no
en aquellos tratados con curare. Se interpretan los resultados en funcion
de los distintos patrones de actividad eléctrica neuromuscular inducidos
por los tratamientos. Ademas, se discute la posible correlacion entre los
cambios plasticos detectados en el sistema neuromuscular después del
tratamiento excitotoxico subletal con NMDA y aquellos observados en
la ELA humana o experimental.
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EFECTOSDE LA AUTOADMINISTRACION DE COCAINA
EN LA PLASTICIDAD SINAPTICA EN EL HIPOCAMPO

Del Olmo N2 MiguensM & Torres | 2 Solis JM *, Ambrosio E?
Departamento de Psicobiologia, Facultad de Psicologia, UNED. Madrid.

b Servicio de Neurobiol ogia, Departamento de Investigacion, Hospital Ramén
y Cajal. Madrid

Las adaptaciones neurales implicadas en el inicio y el mantenimiento
del consumo de drogas de abuso son objeto de un gran numero de
investigaciones en la actualidad. Se ha sugerido que los mecanismos
que subyacen a fenomenos como el aprendizaje y lamemoria pueden ser
modificados por la adiccion a las drogas. Existen estudios recientes que
relacionan determinadas drogas con la potenciacion de larga duracion
o LTP, que actualmente se considera el sustrato fisiologico del
aprendizaje y la memoria. La LTP de larga duracion es dependiente de
la transmision dopaminérgica en el hipocampo a través de receptores
del tipo D1/D5, y la cocaina al inhibir el transporte de dopamina puede
provocar adaptaciones neuronales en las neuronas dopaminérgicas.
Este trabajo trata de discernir si la autoadministracion de cocaina
influye sobre la plasticidad sinaptica en el hipocampo, y su posible
implicacion en fendmenos de aprendizaje y memoria.

Los animales se autoadministraron cocaina durante tres semanas y tras
este periodo, se sacrificaron y se obtuvieron rodajas de sus hipocampos
en las que se realizaron los experimentos electrofisiologicos para
cuantificar la LTP.

Nuestros resultados preliminares parecen indicar que existen diferencias
en el grado de potenciacién obtenido tras la estimulacion de alta
frecuencia (100 Hz/1 s) necesaria para generar la LTP de larga duracion
enanimales que se han autoadministrado cocainarespecto alos animales
control. Estos datos sugieren que la autoadministracion de cocaina
puede modular los fendmenos plasticos que se dan en el sistema
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nervioso central y apuntan laimportancia de los fenomenos de aprendizaje
en las recaidas en la adiccién a la cocaina.

Investigacion financiada por el Plan Nacional sobre Drogas (2000-
2003).
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DEVELOPMENTAL DEFECTSIN CEREBRAL
CORTEX AND OLFACTORY BULB DEMOSTRATE
A CRUCIAL ROLE OF Vaxl DURING THE
DEVELOPMENT OF THE TELENCEPHALON

SoriaJM ¢ Taglialatela P®, Bertuzzi S?
2Dulbecco Telethon Institute at CNR-ITB. Segrate (M1), Italy.
® Newron Pharmaceuticals. Gerenzano (MI), Italy

Two different types of cellular migration can be distinguished in the
developing telencephalon: (1) a radial migration pathway, followed by
projecting neurons in the neocortex, which are generated from precursor
cells located in the underlying ventricular zone; and (2) a tangential
migration pathway, followed by interneurons that populate the cortex
and the olfactory bulb, migrating across rather long distances.
During development, tangentially migrating cells originate in the
ventricular zone of the basal telencephalon. This area contains two
distinct progenitor domains, the lateral and the medial ganglionic
eminences (LGE and MGE), generating the striatum and the globus
pallidus, respectively.

We present data indicating that mice lacking the homeobox gene Vax1
show a developmental defect affecting the basal ganglia, which seem
strikingly expanded and poorly differentiated. As a consequence, Vax1
—/— mice show a reduced stream of neural stem cells that reach the
olfactory bulb, following the tangential trajectory known as rostral
migratory stream. We also observe a strong reduction in the number of
GABAergic interneurons present in the cerebral cortex.

These findings indicate that, in the absence of Vax1, the progenitors of
tangentially migrating neurons do not develop properly, highlighting an
important role of Vax1 in the determination processes of tangentially
migrating interneurons.
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BDNF INDUCE UN PROCESO DE DIFERENCIACION
NEURONAL EN CULTIVOSPRIMARIOSDE CELULAS
EMBRIONARIASCORTICALES

Cambray S, AldeaM, Gallego C
Departament de Ciéncies Médiques Basiques,
Universitat de Lleida. Lleida

El desarrollo del sistema nervioso durante la embriogénesis esta regulado
por la interaccion entre programas endogenos de expresion génica y
sefiales externas proporcionadas por hormonas y factores de crecimiento.
En este proceso juegan un papel clave las neurotrofinas, responsables de
la supervivencia y diferenciacion de poblaciones especificas de neuronas
durante el desarrollo embrionario, y de su mantenimiento funcional en el
adulto. Uno de los procesos que tiene lugar durante la diferenciacion
neuronal es la salida del ciclo celular como consecuencia de la alteracion
de la expresion de las proteinas reguladoras del ciclo celular. Los trabajos
relacionados con este estudio se iniciaron hace un afio teniendo como
objetivo principal profundizar en los mecanismos moleculares que regulan
la coordinacioén entre proliferacion y diferenciacion. Utilizando cultivos
primarios de precursores neuronales E14 de raton hemos puesto a punto
un modelo de diferenciacion dependiente de BDNF. Tratando dicho
cultivo con bFGF conseguimos que las células se mantengan proliferando
en un estado indiferenciado como lo demuestra la incorporacion de BrdU
y la presencia de nestina. Por el contrario cuando las células se tratan con
BDNF se observauna elevada neuritogénesis, expresion de 3-11I-tubulina
siendo la incorporacion de BrdU muy baja. En la actualidad estamos
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analizando la expresion de algunas de las principales proteinas implicadas
en el proceso de diferenciacion neuronal y proliferacion.
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ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR
EN LA FORMACION HIPOCAMPICA ADULTA
Y SU REGULACION POR ACTIVIDAD SINAPTICA

Fontana X, Mingorance A, Soriano E, Del Rio JA
Neurobiologia del Desarrolloy Regeneracion, Parque Cientifico
de Barcelona-I nstituto de I nvestigacion Biomédica de Barcelona,
Universidad de Barcelona. Barcelona

Diversos estudios han demostrado la existencia de dos areas de
proliferacion adulta en el SNC: la zona subventricular y la region
subgranular del giro dentado. Para ambas regiones se ha analizado
extensamente la potencialidad de las células proliferantes presentes en
estas zonas gracias a su aislamiento con factores tréficos y su
caracterizacion in vitro ¢ in vivo. Concretamente, se ha descrito
diversos factores que modulan la proliferacion de los precursores
neuronales del giro dentado. Entre ellos, se ha descrito que la entrada de
informacion desde el cortex entorrinal constituye en si misma un
componente represor para su proliferacion si bien la estimulacion
electrolitica de la conexidn entorrinohipocampica incrementa su tasa
proliferativa. Con el objetivo de caracterizar las células con capacidad
mitética de la formacion hipocampica adulta, hemos desarrollado un
conjunto de experimentos de marcaje con 5'-bromodeoxiuridina (BrdU)
en los que hemos caracterizado el fenotipo y maduracioén temporal de
las células proliferantes. Ademas, hemos aislado células proliferantes
en neuroesferas a partir del cortex entorrinal e hipocampo posnatal-
adulto y hemos estudiado su potencialidad in vivo e in vitro. Por tltimo,
hemos analizado las respuestas celulares del conjunto de células
proliferantes del hipocampo bajo lesiones unilaterales de la conexion
entorrinohipocampica o de la fimbria-fornix. Nuestros resultados indican
que existen tres grandes grupos de células proliferantes en la formacion
hipocampica: las células de la pared ventricular/sustancia blanca, las
células del estrato subgranular y células dispersas por el parénquima
nervioso. Las células presentes en la substancia blanca derivada de la
pared ventricular tienen la capacidad de formar neuroesferas en el
cortex entorrinal adulto dando lugar a neuronas y glia tras su trasplante
enel giro dentado. Porel contrario, las células dispersas en el parénquima
neural (células satélite) corresponden a progenitores de oligodendrocitos
ya que mayoritariamente se tifien con anticuerpos anti-NG2. Ademas,
nuestros estudios de marcaje acumulativo con BrdU indicaron la
ausencia de células doblemente marcadas BrdU-NeuN en el cortex
entorrinal y en el neocdrtex. Por altimo, los resultados obtenidos
indican que tras la deaferentacion de las aferencias del cortex entorrinal
no se produce un incremento en la tasa de proliferacion de los progenitores
del giro dentado como se habia descrito, no asi de células gliales en la
zonade lalesion y en la zona denervada del hipocampo. Por el contrario,
la axotomia unilateral de la fimbria-férnix reduce la tasa proliferativa
de los progenitores del giro dentado.

Financiado por: FIS01-0895, EET2003-05149 y SAF2001-3290.
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PAPEL DE LA METALOTIONEINA-I1I DESPUES
DE UNA LESION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Carrasco J, Giralt M, Camats J, Molinero A, Hidalgo J
Instituto de Neurociencias, Departamento de Biologia Celular,
Fisiologia e Inmunologia, Universidad Auténoma de Barcelona.
Bellaterra, Barcelona

En el presente trabajo hemos evaluado la relevancia fisiologica de la
metalotioneina-III (MT-III) en el SNC tras una lesion focal en la corteza
cerebral causada por congelacion (criolesion). Para ello hemos evaluado
la respuesta posterior a la lesion en ratones knockout parala MT-III (MT-
IIIKO)y ensus controles genéticos. En los animales normales se produce
astrogliosis y microgliosis en el area circundante al tejido lesionado,
igualmente se observan evidencias de estrés oxidativo y apoptosis.
También se produce un incremento significativo de la expresion de varias
citoquinas/factores de transcripcion, tales como el TNF-a, IL-1a/b, IL-6,
TGF-b,bFGF and VEGF, tanto anivel de mRNA (ribonuclease protection
assay) como a nivel de proteina (inmunohistoquimica). Los animales
MT-III KO no difieren respecto a sus controles genéticos en estas
respuestas, en clara contraposicion a lo observado en estudios previos de
nuestro grupo con ratones knockout para MT-1 y MT-1I (MT-I+11 KO).
Por el contrario, los animales MT-III KO muestran un incremento
significativo, respecto a sus controles genéticos, en la expresion de las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 asi como del factor promotor del crecimiento
de neuritas GAP-43. Sorprendentemente, este efecto es opuesto al
observado en los animales MT-I+II KO. Por lo tanto, al contrario que la
MT-1y la MT-II, la MT-III no parece tener un efecto sobre la respuesta
inflamatoria causada en el SNC tras una criolesion, pero es posible que
influya en la regeneracion neuronal durante el proceso de recuperacion.
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CAMBIOSEN LA EXPRESION GENICA EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Hidalgo J2 Quintana A 2 Penkowa M °, Borup R¢, Molinero A2
#Instituto de Neurociencias, Departamento de Biologia Celular, Fisiologia
e Inmunologia, Universidad Autonoma de Barcelona. Bellaterra, Barcelona,
Esparia. ® Department of Medical Anatomy, The Panum Institute, University
of Copenhagen. Denmark. °Department of Clinical Biochemistry,
Rigshospitalet. Copenhagen, Denmark.

El conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la
respuesta inflamatoria en el sistema nervioso central tras una lesion es
esencial para abordar posibles vias de limitacion y control de los dafios
ocasionados tanto en la respuesta primaria como durante la respuesta
secundaria de la inflamacion.

En este sentido se ha analizado un modelo animal de lesion traumatica,
la criolesion, que provoca una respuesta inflamatoria localizada en la
corteza cerebral.

Se han evaluado los cambios en la expresion génica mediante
microarrays, técnica que permite el screening de varios miles de genes
simultdneamente para cada animal, dando una idea general de los
mecanismos implicados en este proceso inflamatorio.

Ha sido estudiado el patron temporal de la expresion génica en animales
controles, asi como en animales deficientes en interleuquina 6 (IL6KO)
y en animales que sobreexpresan la proteina antioxidante metalotioneina
I (TgMTI*). El uso de estos animales permite entender mejor el papel
de citoquinas como la IL-6 o el estrés oxidativo puede tener en el
desarrollo de la respuesta del SNC al dafio de lesiones traumaticas.
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EFECTOSDE LA INYECCION DE ACIDO KAINICO SOBRE
LA DISTRIBUCION DE ZINC VESICULAR, LA RESPUESTA
CELULAR, NEURONAL Y GLIAL,Y LA MUERTE NEURONAL

Riba-Bosch A, Pérez-Clausell J
Departament de Biologia Cel.lular, Universitat de Barcelona

Una parte del zinc cerebral esta confinado en las vesiculas sinapticas de
algunas neuronas glutamatérgicas. Una liberacion masiva de zinc
puede causar la muerte de la neurona postsinaptica. En este estudio se
ha analizado el efecto del acido kainico (analogo del glutamato que
provoca convulsiones y dafio neuronal) sobre la distribucion de Zn
sinaptico y la muerte neuronal.

Se inyectaron 100 ratas con acido kainico (10 mg/kg intraperitoneal) y se
sacrificaron 3, 6, 12, 24, y 48 horas mas tarde. El Zn vesicular se analizo
con el método de Timm, la reaccion celular temprana mediante el
inmunomarcado de proteinas Fos, y el dafio neuronal con Fluoro-Jade B.
Se observo un blanqueo de Zn vesicular iniciado 12 h después de la
inyeccion de kainico. El blanqueo se increment6 a las 24-48 h. Las areas
mas afectadas fueron el bulbo olfativo, nticleo endopiriforme, corteza
piriforme y amigdala. En el hipocampo, se observaron aciimulos de Zn
en el soma de las neuronas piramidales a las 6-12 h.

Elmarcaje de Fos se observo en el nucleo de las neuronas de todas las areas
mencionadas, asi como del neocértex. El marcaje neuronal fue maximo a
las 6-12h, y se desvaneci6 a las 24 h. A las 48 h, se observo el marcaje glial
(con GFAP y lectina de tomate ya se observa reaccion glial a las 3 h).
La degeneracion neuronal se observo ya a las 6 h. El numero de células
y las areas afectadas crecio a lo largo del tiempo. La degeneracion se
observo en las areas que mostraban marcaje temprano de Fos, excepto
elneocortex y las células granulares del giro dentado, que no degeneraron.
Dado que los signos de degeneracion neuronal aparecen antes que el
blanqueo de Zn, la desapariciéon de Zn parece ser una consecuencia
(degeneracion anterograda) y no la causa de la muerte neuronal.
Financiacion: FIS 01/0096-02.
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MODIFICACIONESEN LA CAPA PLEXIFORME
INTERNA DE LA RETINA DE CERDO Y RATA

TRASUN AUMENTO CRONICO DE LA PRESION
INTRAOCULAR: GLAUCOMA EXPERIMENTAL

Hernandez M 4, Ruiz J% Urcola J? GarciaM ?,
Hernandez-Barbachano E?, Araiz J®, Durén J®, Vecino E?

2 Departamento de Biologia Celular e Histologia, Universidad del Pais Vasco.
® Departamento de Oftalmologia, Universidad del Pais Vasco

Elaumento delapresionintraocular produce fundamentalmente alteraciones
en las células ganglionares de la retina que conduce a la muerte selectiva
de éstas. Como objetivo de este trabajo nos hemos planteado analizar si el
aumento de presion intraocular durante periodos largos de tiempo afecta
ala estructura de la capa plexiforme interna de la retina. Hemos utilizado,
como modelo experimental, retinas de cerdos y ratas a los que se les
provocd un aumento de la presion intraocular. Para ello, se indujo una
obstruccion mecanica del drenaje del humor acuoso durante seis meses.
Posteriormente, las retinas fueron analizadas mediante técnicas de
inmunofluorescencia con distintos anticuerpos, que selectivamente marcan
los componentes de la capa plexiforme interna de la retina. Se utilizaron
anticuerpos contra proteinas ligantes de calcio como la calretinina, y el
receptor de baja afinidad de las neurotrofinas, p75. Como consecuencia
del aumento de la presion intraocular observamos, con los distintos
marcadores, una desorganizacion en la estructura de la capa plexiforme
interna de la retina. En dicha desestructuracion estan implicadas tanto las
células ganglionares como las amacrinas y las células de Miiller.
Trabajo financiado por la Comunidad Europea (Pro Age Ret QLK6-
2000-00569) y a la Universidad del Pais Vasco (1/UPV00075.327-
E14887/2002)
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CARACTERIZACION DE LASCELULAS GANGLIONARES
DE LA RETINA DE CERDO EN SITUACION NORMAL

Y COMPARACION CON UN MODEL O DE GLAUCOMA
EXPERIMENTAL

Vecino E? Ruiz-Ederra J? GarciaM 2 Hernandez M #, Urcola J?,
Hernandez-Barbéchano E?, Araiz J°, Durén J°

2Departamento de Biologia Celular e Histologia, Universidad del Pais Vasco.
® Departamento de Oftalmologia, Universidad del Pais Vasco

El conocimiento de la distribucion exacta de los distintos tipos de
células ganglionares de laretina (CGR) es fundamental para establecer
el dafio producido en ciertas patologias como el glaucoma. En el
presente trabajo hemos utilizado la retina de cerdo, por presentar una
estructuramuy similaralahumanay por poder reproducir enfermedades
oculares similares a las humanas. Las CGR se identificaron mediante
trazado retrogrado con fluorogold desde el nervio 6ptico. Se estudid
la densidad y la distribucion por tamafios de las CGR en 5 retinas y se
calcularon los valores medios en mas de 600 puntos. Se observo la
presencia de una banda horizontal situada 2 mm dorsal a la cabeza del
nervio Optico, con maxima densidad de 7500 CGR/mm?® A partir de
esta banda, y hacia la periferia, la densidad decrece encontrando
valores de 800 CGR/mm? en la retina media y de menos de 400 CGR/
mm?’ en la periférica. En cuanto a la distribucion por tamafios, los
porcentajes de CGR pequeias, medianas y grandes en las distintas
zonas fueron: en la banda visual, mas de 50%p, 20-30%m y 10%g; en
la zona media de la retina: 15%p, 45-55%m y 30-40%g; y en la
periferia 0-10%p, 0-50%m y 40-100%g. Estudios preliminares en un
modelo de glaucoma experimental apuntan a que la muerte de las CGR
es mayor en la zona dorsal.

Financiacion: Com. Europea (ProAgeRet QLK 6-2000-00569) y Univ.
Pais Vasco (1/UPV00075.327-E14887/2002).
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EXPRESION DE GENESIMPLICADOSEN LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DURANTE

EL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL POLLO
Sanz A, Pérez-Pé R, Sarasa M, Carrodeguas JA
Laboratorio de Neurobiologia, Universidad de Zaragoza

Pretendemos estudiar el papel de proteinas implicadas en la
enfermedad de Alzheimer en distintos aspectos del desarrollo
embrionario usando el pollo como modelo. Con este fin hemos
obtenido en este organismo clones para las principales proteinas que
participan en el metabolismo de la proteina precursora del amiloide
beta (APP) asi como en la degradacion del péptido amiloide. El pollo
expresa las presenilinas, BACEs, nicastrina y neprilisina, y las
isoformas principales de APP, APP695 y APP751. Asimismo hemos
identificado genes homologos para las APLPs y proteinas con
actividad alfa-secretasa. La secuencia primaria de los genes que
codifican estas proteinas muestra un alto grado de conservacion con
sus homologos de mamiferos. Estos datos indican que el pollo podria
utilizarse para investigar la posible funcién de estas proteinas
durante el desarrollo embrionario.
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EXCITOTOXICIDAD Y POLIAMINAS:
EL ACIDO L-2-CLORO-PROPIONICO

DeVeraN? Camon L & Martinez E®
2 Departamento de Farmacologia y Toxicologia, 11BB (CS C-IDIBAPS).
® Departamento de Neuroguimica, 11BB (CSIC-IDIBAPS). Barcelona.

La sobreactivacion de los receptores glutamatérgicos es uno de los
fendmenos desencadenantes de la muerte neuronal en el SNC. Diversos
trabajos han mostrado que el proceso de muerte neuronal se asocia con
una desregulacion del sistema ODC/poliaminas habiéndose propuesto
a la putrescina (PUT) como un marcador biologico de dafio neuronal.
Se presentan datos sobre la neurotoxicidad del acido L-2-cloro-
propiénico (2CPA) en la rata (Wistar). La administraciéon de 2CPA
(750 mg/kg, per os) induce un cuadro de ataxia grave que se asocia con
la destruccion de las células granulares del cerebelo. Por otra parte, se
ha determinado la concentracion de poliaminas en la corteza cerebral
(CX), el estriado (ST), el cerebro medio (CM), el pons y la medula
oblongata (PM), el hipocampo (HC), el hipotalamo (HT) y el cerebelo
(CB). A las 72 h de la administracion del 2CPA, la concentracion de la
PUT se encuentra elevada en CB (x9)> PM y CM (x5)> CX, HC, ST e
HT (x3). LaSDy la SM estan moderadamente disminuidas en el CB. El
analisis histologico, tras la administraciéon de 2CPA, confirma la
presencia de lesiones en el CB y evidencia la lesion en ntcleos del PM
no descritas previamente.

En la actualidad, se considera al 2CPA como un agonista especifico de
la subclase NR2C de los receptores glutamatérgicos del tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA). La distribucion de esta subclase de receptores ha
sido establecida recientemente indicando que se concentran en CBy en
algunos nticleos del talamo y del pons.

En conclusion, el patron de lesion asociado a la administracion del 2CPA
se aproxima a la distribucion del subtipo NR2C de los receptores NMDA
y la putrescina se muestra como un sensible marcador de la lesion.
Realizado con la ayuda del proyecto SAF2001-1643 (CICYT).
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EFECTO ANTIOXIDANTE DE LA VITAMINA E.
ESTUDIO EN MODEL O EXPERIMENTAL DE ENFERMEDAD
DE HUNTINGTON EN RATASTRATADAS CON 3-NP

Rodriguez-Martinez E? BarciaC®, Herrero MT?,
Rivas-Arancibia S*

2 Dpto. de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma
de México. México DF. ® NYNE, Dpto. de Anatomia Humana y Psicobiologia,
Facultad de Medicina, Campus Espinardo, Universidad de Murcia. Espafia

El acido 3-nitropropidnico (3-NP) es un inhibidor de la succinato
deshidrogenasa que provoca una disminucion en la produccion de
ATP, aumentando los niveles de radicales libres en la célula,
induciendo estrés oxidativo y provocando la muerte celular.
Antioxidantes liposolubles como la vitamina E, que se encuentra en
las membranas celulares, pueden tener un efecto protector contra la
accion de radicales libres. El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto antioxidante de la vit. E en el estriado de ratas después de la
administracion de 3-NP. Se utilizaron 54 ratas machos, divididas en
3 grupos: control, 3-NP y 3-NP + vit. E. Se analizaron los niveles de
lipoperoxidacion, laactividad enzimatica de Gpx asi como los procesos
degenerativos celulares utilizando la técnica de fluorojade (FJ). Se
observo un aumento significativo en los niveles de lipoperoxidacion
asi como un aumento en el nimero de agrupaciones celulares FJ+ en
el grupo tratado con 3-NP. En el tratamiento con 3-NP + vit. E, los
niveles en la lipoperoxidacion disminuyen significativamente con
respecto al tratamiento con 3-NP al igual que el nimero de
agrupaciones celulares FJ+. La actividad enzimatica de Gpx se ve
disminuida en ambos tratamientos, observandose también, la
formacién de agrupaciones de las células que se encuentran dafadas.
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Estos resultados sugieren que el uso de vit. E puede tener un efecto
protector frente al estrés oxidativo deteniendo las rutas metabodlicas
que llevan a la muerte celular.
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EXPRESION DEL mRNA DEL TRANSPORTADOR
VESICULAR DE GLUTAMATO VGLUT1EN EL HIPOCAMPO
EN LA ENFERMEDAD DE LOSGRANOSARGIROFILOS
Mazd A2 Serrats J2 Mengod G2, Probst A®, Tolnay M ®, CortésR?
2 Departamento de Neuroquimica, Institut d’ Investigacions Biomeédiques

de Barcelona, CSC (IDIBAPS), Barcelona, Esparia. ® Division of Neuropathol ogy,
Institute of Pathology, University of Basel, Switzerland

La enfermedad de los granos argirofilos (EGA) es una patologia
neurodegenerativa progresiva de la clase de las tauopatias, considerada
como una de las causas mas frecuentes de demencia en edades avanzadas.
La principal caracteristica neuropatoldgica de la EGA es la presencia
en el neuropilo de pequefios granos de material argir6filo, especialmente
abundantes en hipocampo, amigdala, corteza entorrinal ¢ hipotalamo,
y cuyo principal componente es proteina tau anormalmente fosforilada.
En este estudio hemos analizado la expresion del mRNA del
transportador vesicular de glutamato VGLUT]1 en el hipocampo de
pacientes de EGA con demencia en comparacion con enfermos de
Alzheimer en etapas avanzadas (estadios V y VI de Braak) y casos
control. Hemos observado una marcada disminucion de la sefial de
hibridacion de mRNA de VGLUTI1 en la capa granular del giro
dentado y en la lamina piramidal de los sectores CA1y CA2/3 en EGA
y en Alzheimer respecto al grupo control.

Puesto que en la EGA no se han descrito pérdidas neuronales
significativas, dicha reduccion en mRNA de VGLUTI no estaria
asociada a disminuciones en el niimero de neuronas, sino que reflejaria
una regulacion a la baja de este mRNA. Considerando la expresion de
VGLUT!1 como determinante de fenotipo glutamatérgico en neuronas,
nuestros datos parecen indicar una disfunciéon en la transmision
glutamatérgica en tanto en EGA como en Alzheimer.

Proyecto financiado por el MCyT (SAF 2000-0212). J.S. es becario
predoctoral del IDIBAPS.
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INDUCCION DE VCAM-1EN LA ISQUEMIA CEREBRAL

JusticiaC?, CerveraA®, GironellaM ¢, Panés J¢, Chamorro A ®,
PlanasAM 2

@ Departamento de Farmacologia y Toxicologia, 11BB-CSIC, IDIBAPS

® | nstituto de Enfermedades Neurol 6gicas, Hospital Clinic, IDIBAPS.

¢ Servicio de Gastroenterologia, Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona

La adhesion de leucocitos a la pared vascular media el proceso
inflamatorio en la isquemia cerebral y se considera una posible diana de
accion terapéutica. Hemos estudiado la induccion de la molécula de
adhesion celular vascular (VCAM-1) en el cerebro en un modelo
experimental de isquemia/reperfusion en la rata. Realizamos oclusion
intraluminal de la arteria cerebral media de 1 h de duracion seguido de
reperfusion (Justicia et al. J Cereb Blood Flow Metab 2001; 21: 1097).
Evaluamos la inducciéon de VCAM-1 a las 16 y 24 h después de la
oclusion en muestras de tejido mediante Western blot, y en el animal
intacto mediante inyeccion intravenosa de un anticuerpo (Ac) monoclonal
especifico anti-VCAM-1 marcado con 1125 y un Ac inespecifico
marcado con 1131, seglin se ha descrito anteriormente (Sans et al.
Gastroenterology 1999; 116: 874). Esta técnica permite cuantificar la
concentracion de Ac anti-VCAM-1 unido especificamente al endotelio
vascular cerebral. La expresion de VCAM-1 es baja en condiciones
basales y se induce unas 3 y 4 veces respecto al valor basal a las 16 h
(p<0,01) y 24 h (p<0,001), respectivamente. En el hemisferio
contralateral observamos una tendencia no significativa al aumento de
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expresion de VCAM-1 respecto al control. La induccion de VCAM-1
en la isquemia puede contribuir a la infiltracion de células leucocitarias
y al dafio inflamatorio durante las primeras 24h, y por tanto el bloqueo
farmacologico de este proceso podria tener interés terapéutico.
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ALTERACION FUNCIONAL DE LOSNUCLEOS
DE SALIDA DE LOSGANGLIOSBASALESEN
RATONESNK1-KO PARKINSONIZADOS CON MPTP

Boronat J? Barcia C? Garcia-Martinez V 2, Bernal | 2,
Garcia-Molina F2, De Felipe C°, Herrero MT?2

#Neurologia y Neurocirugia Experimental, Facultad de Medicina, Universidad
de Murcia. ° Instituto de Neurociencias, Universidad Miguel Hernandez. Alicante

La pérdida neuronal en la sustancia negra pars compacta (SNpc)
caracteristica de la enfermedad de Parkinson (EP) induce una
disminucion de la expresion del receptor NK 1 en el estriado y cambios
funcionales en la via directa e indirecta de los ganglios basales. Las
proyecciones gabérgicas de la via directa son moduladas por sustancia P
(SP). En el presente experimento se utilizaron 14 ratones C57bl6, 14
ratones NK 1 wild type (+/+) y 14 ratones NK1 carentes de receptor (—/—).
Siete ratones de cada grupo fueron inyectados con MPTP (20 mg/kg
IP) durante 4 dias. 24 horas después del tratamiento los animales
fueron sacrificados. El resto de animales se utilizaron como controles.
Se evaluo6 la pérdida neuronal de la SNpc y el nivel de expresion de
ARNm que codifica para la sintesis GAD (ARNm/GAD) en las
neuronas de la sustancia negra pars reticulata (SNpr)y el
entopeduncular. Después del tratamiento con MPTP, los ratones
NK1-/— mostraron pérdida neuronal dopaminérgica similar a los
NK1+/+y C57bl6 y se observo aumento de la expresion de ARNm/
GAD en la SNpr en los tres grupos, siendo significativamente mayor
en los ratones NK1—/—que en NK1+/+0 C57bl6. En el entopeduncular
no se vio ningiin cambio. Estos datos indican que el receptor NK1
afecta a la actividad de las neuronas gabérgicas del entopeduncular y
en menor medida de la SNpr. Este estudio contribuye a la comprension
del papel de la SP y de su receptor NK1 en la modulacion de la via
directa de los ganglios basales en la EP.
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DETERMINACIONESPLASMATICASDE MELATONINA
Y PROLACTINA EN MONOSTRATADOSCON MPTP.
MODELO EXPERIMENTAL AGUDO

DePablosV, BarciaC, Lucas C, Herrero MT
Neurologia y Neurocirugia Experimental, Facultad de Medicina,
Universidad de Murcia

Han sido descritas diferentes alteraciones vegetativas en pacientes
parkinsonianos asi como en monos tratados con MPTP que podrian
estar relacionadas con cambios en los niveles de diferentes hormonas
como lamelatoninay la prolactina. En el presente estudio se determinaron
las concentraciones plasmaticas de melatonina y prolactina de 6 monos
hembra Macaca fascicularis antes y después de la administracion de
MPTP. Para cada individuo se estudié el patron circadiano mediante la
obtencion de cuatro muestras diurnas (09:00, 12:00, 15:00, 18:00) y
cuatro nocturnas (21:00, 00:00, 03:00, 06:00) a intervalos de tiempo
regulares y se detrminaron también los valores medios de secrecion
global durante el dia y la noche. Las concentraciones en plasma se
determinaron mediante ELISA. Los resultados obtenidos en el patrén
circadiano mostraron una disminucion significativa de la secrecion de
melatonina para los monos tratados con MPTP tanto para la secrecion
global diurna como para las 12:00 y las 03:00 h. En el estudio de la
prolactina se observé un incremento significativo en el grupo tratado
con MPTP alas 18:00y 00:00 h y un incremento altamente significativo
para el mismo grupo a las 15:00 h. Estos resultados sugieren que el
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déficit dopaminérgico producido por el MPTP puede inducir cambios
de los niveles de melatonina Y prolactina relacionados con diferentes
alteraciones vegetativas observadas en el parkinsonismo.

Financiado por F. Séneca (PI388760) y MCYT (SAF2001-0479).
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LASDIANASDE LOS
TOXICOSOLIVARESTRANS-CROTONONITRILO
Y 3-ACETILPIRIDINA

Llorens J? BalbuenaE? Seoane A°®
2Departament de Ciencies Fisiologiques |1, Universitat de Barcelona.
Barcelona, Espafia. ® Department of Physiology. University of Bristol. UK

El trans-crotononitrilo (TCN) causa una alteracion del control motor
diferente a la causada por otros nitrilos, inclusive su isémero cis-
crotononitrilo (Toxicol Appl. Pharmacol 2003; 187: 89-100). Un
estudio preliminar sefial6 a la oliva inferior (OI) como area diana de esta
neurotoxicidad motora. Este estudio compara las dianas del TCN y las
del toxico clasico de la OI, 3-acetilpiridina (3-AP).

Se administraron ratas Long-Evans macho adultas con 3-AP (75 mg/kg,
seguido por 300 mg/kg de nicotinamida a las 4,5 h), matandose 1 o 3 dias
después, o con TCN (250 mg/kg por dia, 3 dias consecutivos), matandose
1,3 o 7 dias después. El cerebro entero y trozos de médula espinal fueron
seccionados en cortes de 50 pm. Una de cada tres secciones fue teniida con
el colorante especifico de neurodegeneracion, Fluoro-Jade B. Los animales
expuestos a 3-AP, en especial a los 3 dias, mostraron neurodegeneracion
en areas ya conocidas (Brain Res Rev 1085; 9: 21-42): OI, hipocampo,
sustancia negra y area tegmental ventral, ademas de los nucleos rafe
dorsal, hipogloso, motor del vago, ambiguo y facial. En los animales
tratados con TCN se observo neurodegeneracion en Ol, corteza piriforme,
y parte de la corteza entorrinal. A los 3 dias, alguna neurona dispersa se
marca en otras areas corticales. En conclusion, los dos toxicos tienen
diferentes dianas, coincidiendo solo la OI, y el TCN parece una mejor
eleccion para el estudio del papel de la OI en el control motor.
Financiado por FIS 00/1129.
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MECANISMOS DE ESTRES OXIDATIVO

CAUSADOS POR PEROXIDO DE HIDROGENO Y

POR SOBREEXPRESION DE FRAGMENTO C-TERMINAL
DE LA APP EN NEUROBLASTOMA SK-N-MC

Pertusa M, Sebastia J, Vilchez D, Cristofol R, Planas AM,
Rodriguez-Farré E, Sanfeliu C
Departamento de Farmacologia y Toxicologia, |1BB, CS C-IDIBAPS Barcelona

La acumulacion del péptido beta amiloide (AP) se considera el factor
principal en la neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer. E1 AB
induce estrés oxidativo neuronal in vitro, mientras que otros fragmentos
amiloidogénicos mas largos han sido poco estudiados. En el
neuroblastoma humano SK-N-MC hemos estudiado comparativamente
los efectos del peroxido de hidrogeno y la sobreexpresion de un
fragmento C-terminal de 99 residuos de la proteina precursora del AB
(linea celular con sobreexpresion condicional del fragmento SBC,
obtenida por Sopher et al., Mol Brain Res 1994; 26: 207-17). La muerte
neuronal causada por 24 h de exposicion a peroxido de hidrégeno 0,1
mM y de sobreexpresion de SBC se protegio con diversos antioxidantes.
El propil gallato result6 ser muy efectivo en ambos casos. Sin embargo,
los mecanismos desencadenantes demostraron ser diferentes. Una hora
de sobreexpresion de SPC generd un incremento de radicales
hidropero6xido y superoxido, mientras que tras la exposicion a peréxido
de hidroégeno no se detectd incremento de superdxido. Ademas se
registro una activacion de caspasa-3 y un aumento de células TUNEL
tras la exposion a peroxido de hidrogeno pero no al fragmento SBC. Por
Western blot se detectd una disminucion de la hemo-oxigenasa 1 tras el
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tratamiento con peroxido de hidrogeno, efecto que era inhibido por el
neuroprotector propil gallato.
Subvencionado por FIS 00-1094. MP y JS agradecen una beca IDIBAPS.
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DISTINTO PATRON DE REACTIVIDAD GLIAL

Y NEURODEGENERACION DESPUES DE UNA LESION
EXCITOTOXICA EN EL CEREBRO VIEJO RESPECTO
DEL ADULTO

Castillo-Ruiz MM, Campuzano O, Acarin L, Gonzalez B,
Castellano B

Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia,
Universitat Autdonoma de Barcelona

El envejecimiento es uno de los factores de riesgo mas importantes que
predisponen a la isquemia y la respuesta glial puede determinar el
resultado final de la lesion. El objetivo del estudio es comparar la
respuesta glial asociada a la neurodegeneracion en ratas de 3 y 24 meses
tras una lesion excitotoxica (NMDA) estriatal. Los animales se
sacrificaron entre 1 y 14 dias poslesiéon (DPL) y los cerebros se
procesaron para azul de toluidina, fluorojade B, TUNEL, lectina de
tomate, GFAP y caspasa-3 activa. Se realizaron dobles marcajes para
las células caspasa-3 y TUNEL positivas. Sin diferencias en el volumen
de pérdida neuronal, la tincién con fluorojade B muestra la maxima
neurodegeneracion a 1DPL en el cerebro adulto y a los 3DPL en el
cerebro viejo. En comparacion con los adultos,los animales viejos
muestran un inicio mas rapido (1DPL) y mayor hipertrofia astroglial asi
como una igual o mayor area de activacion microglial aunque el area de
reactividad es menor. El maximo marcaje de caspasa-3 activa se
corresponde temporalmente en ambos grupos con la maxima
neurodegeneracion. La mayoria de células caspasa-3 son astrocitos. En
resumen, comparando con el cerebro adulto, una lesion excitotoxica en
el cerebro viejo provoca un proceso neurodegenerativo mas lento y una
respuesta glial diferencial durante los primeros 3DPL. Al formarse la
cicatriz glial las diferencias se reducen.

Financiacion: La Caixa 00/074-00, DGES(BF12002-02079).
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IMPLICACION DE LA a-SINUCLEINA EN LA
NEUROTOXICIDAD MEDIADA POR B-AMILOIDE
Andreu C, Pérez-Sanchez F, Farifias |

Unidad de Neurobiologia Molecular, Departamento de Biologia Celular,
Universidad de Valencia. Burjassot, Valencia

La a-sinucleina es una proteina de pequeflo tamafio muy abundante en
terminaciones sinapticas y cuya funcion es desconocida. Es el constituyente
mayoritario de los llamados cuerpos de Lewy, agregados proteicos
citoplasmaticos caracteristicos de la enfermedad de Parkinson. También
se ha descrito su interaccion directa con el péptido B-amiloide y su
presencia en las placas seniles que aparecen en la enfermedad de
Alzheimer. Se considera, por tanto, a esta proteina como un posible
denominador comun en el origen de estas enfermedades neuro-
degenerativas. Para analizar la posible implicacion de a-sinucleina en la
neurotoxicidad mediada por el péptido B-amiloide, se ha analizado la
posible susceptibilidad diferencial a la neurotoxicidad producida por b-
amiloide en cultivos primarios de neuronas hipocampales procedentes de
embriones de raton de 17,5 dias de gestacion de genotipo salvaje y de
genotipo mutante nulo para a-sinucleina. La 0-sinucleina se expresa en
el hipocampo embrionario y la mayoria de neuronas presentes en el
cultivo expresan esta molécula que se distribuye por el cuerpo celular y
las neuritas y que acaba estando localizada también en las terminaciones
sinapticas. El tratamiento de intoxicacion con el péptido Ab25-35 25 mM
y con el péptido control Ab35-25, que no tiene actividad biologica, se
realizo a los 7 dias in vitro tras la siembra. La viabilidad celular en cada
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caso se determind mediante el compuesto MTT, mediante el recuento de
cuerpos apoptéticos en tinciones con DAPI y mediante tinciones con
ioduro de propidio. Hemos obtenido una resistencia significativamente
mayor a la toxicidad por B-amiloide en neuronas que no expresan 0O-
sinucleina. Estamos analizando el mecanismo por el cual puede estar
produciéndose este efecto diferencial.
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LA ALTERACION DE LOSNIVELESDE a-SINUCLEINA
PROTEGE LASNEURONASDOPAMINERGICAS
FRENTE A LA INTOXICACION CON MPTP

Buendia P, Milan M, Farifias |, Pérez-Sanchez F

Unidad de Neurobiologia Molecular, Departamento de Biologia Celular,
Universidad de Valencia. Burjassot, Valencia

La presencia mayoritaria de O-sinucleina (0SYN) en los agregados
proteicos de un grupo de enfermedades neurodegenerativas (sinuclei-
nopatias) y la asociacion de mutaciones puntuales en el gen de laaSYN
con casos de Parkinson (PD) familiar, han suscitado el interés por
conocer los posibles mecanismos neurodegenerativos en los que estaria
implicada. Algunas de las hipotesis son su interaccion con subproductos
del estrés oxidativo presentes en el interior celular de forma natural o
como contaminantes exogenos y laalteracion de los mecanismos celulares
de marcaje y degradacion proteica. El MPTP es ampliamente utilizado
como modelo experimental de PD, produciendo especificamente la
muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra. Se conoce
bien la base molecular de su especificidad y de su accion toxica,
consistente en la produccion de especies moleculares oxidadas de gran
reactividad. En nuestro laboratorio hemos comprobado que la ausencia
de aSYN incrementa la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas
frente a la intoxicacion con MPTP, tanto in vivo como in vitro. Esta
neuroproteccién es ain mayor en cultivos primarios de neuronas
mesencefalicas deratones que sobreexpresan de d SYN, pudiendo indicar
que un desequilibrio en los niveles de aSYN, podria estar en la base de
esta neuroproteccion. Para abordar diferentes mecanismos que podrian
estar implicados empleamos inhibidores de la via del proteasoma y de
algunas vias de sefalizacion intracelular.
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HIPOTESIS SOBRE LA FUNCION DE LA a-SINUCLEINA.
ESTUDIO CON CHIPSDE DNA EN RATONES KNOCKOUT
Milan M, Andreu C, Buendia P, Pérez-Sanchez F, Farifias |
Unidad de Neurobiologia Molecular, Departamento de Biologia Celular,
Universidad de Valencia. Burjassot, Valencia

La a-sinucleina (0SYN) es una proteina de localizacion presinéptica
cuyo papel podria ser importante en el funcionamiento del sistema
nervioso en condiciones normales dada su presencia en la mayoria de
las neuronas y su alto grado de conservacion entre diferentes grupos
animales. Varias mutaciones de este gen se asocian con casos familiares
delaenfermedad de Parkinsony, ademas, su agregacion anormal parece
estar en la base de la neurodegeneracion en ésta y otras enfermedades.
Hemos realizado un analisis comparativo de la expresion génica de Mus
musculus (array UT4Av2 de Affymetrix) a partir de cDNA de hipocampo
y mesencéfalo ventral de ratones deficientes en 0 SYN y de sus controles de
genotipo salvaje. El analisis de los genes cuya expresion esta alterada, entre
los que existe una importante representacion del entorno sinaptico y del
citoesqueleto, es compatible con una implicacion de la aSYN en el control
de la neurotransmision, mediante mecanismos tales como el transporte y
reciclaje de vesiculas sinapticas. Esta asociacion vendria a confirmar los
datos de que ya disponemos en el mutante nulo, referidos a una regulacion
de la liberacion de dopamina bajo determinadas condiciones en neuronas
de la sustancia nigra y a deficiencias en el contenido vesicular distal de las
sinapsis del hipocampo. Para la contrastacion de esta hipotesis, estamos
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realizando estudios ultraestructurales y bioquimicos a partir de muestras de
animales knockout y de transgénicos para 0 SYN.
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BUSQUEDA DE NUEVOSFACTORESACTIVADORES

DE LASCELULASMADRE NEURALES (NSCs) DE LA
ZONA SUBVENTRICULAR (SVZ) DEL CEREBRO ADULTO
Ramirez-Castillgjo C, Ferron S, Valdés-Sanchez T, Farifias|
Unidad de Neurobiologia Molecular, Dpto. de Biologia Celular,

Facultad de Biologia, Universidad de Valencia

El aislamiento y expansion de NSCs de tejido nervioso adulto ofrece
grandes posibilidades de aplicacion en el campo de la regeneracion
neuronal. La célula madre, quiescente por definicion, es capaz de
autoperpetuarse y al mismo tiempo generar toda una progenie neural.
Muchas de las sefiales necesarias para la reactivacion de las NSCs son
todavia desconocidas, asi como los activadores de su transformacién en
progenitores neurales intermediarios de rapida proliferacion. Estos
progenitores neurales han sido descritos in vivo como los responsables de
la proliferacion masiva observada en areas neurogénicas como la SVZ.
Tras la diseccion de la SVZ, tanto los progenitores neurales como las
verdaderas NSCs estan presentes en el cultivo y ambas son posiblemente
unidades formadoras de neuroesferas. En el presente trabajo nos
propusimos la buisqueda de nuevas sustancias de interés sobre la
proliferacion de estas dos poblaciones celulares utilizando una quimioteca
de hexapéptidos aleatoria. Se ha observado un efecto diferencial de
algunos hexapéptidos analizados en los distintos tipos celulares presentes
en el cultivo, unas de crecimiento lento y otras con mayor tasa de
proliferacion. La identificacion de nuevos factores que afecten a la
proliferacion de alguna de estas poblaciones, NSCs y progenitores
neurales, puede abrir nuevas vias de actuacion en el panorama general de
la aplicabilidad de las NSCs para transplantes y regeneracion neuronal.
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GENERACION DE RATONESDOBLE TRANSGENICOS
QUE SOBREEXPRESAN GSK-3betaY FTPD-17 TAU COMO
MODELO ANIMAL DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Engel T2 Lim F2 Gomez-Ramos P®, Moran MA °, Avila J?,
Lucas JJ? Hernandez F?

2Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, CSC/UAM. Cantoblanco,
Madrid. ®Dpto. Morfologia. Facultad de Medicina, Univ. Autonoma de Madrid

Las marcas neuropatologicas definitorias de la enfermedad de Alzheimer
(EA) incluyen las placas seniles (agregados extracelulares del péptido
AB) y los ovillos neurofibrilares (agregados intracelulares formados
fundamentalmente por la proteina tau aberrantemente hiperfosforilada).
Mutaciones en proteinas que participan en el metabolismo del AB3, como
APP y preselininas, sugieren que los depositos de A3 inician la patologia.
Sin embargo, el patrén espacio-temporal de la aparicion de los ovillos
neurofibrilares coincide con los de muerte neuronal y sintomatologia
propia de EA. Ademas, se ha observado que la toxicidad mediada por A3
desaparece en ratones knockout para tau. Por otro lado, se ha constatado
que mutaciones en tau son suficientes para causar neurodegeneracion en
FTDP-17. Lamayoria de los sitios que se encuentran hiperfosforilados en
tau, lo son por GSK-3b, sugiriendo que una alteracion en dicha quinasa
puede serrelevante en la EA. Ademas, se ha comprobado que la toxicidad
del BA en cultivo esta mediada por la GSK-3b.

En nuestro laboratorio, hemos generado animales transgénicos que
sobreexpresan tanto la GSK3b (EMBO J. (2001) 20:27) como la
proteina tau con tres mutaciones presentes en FTDP-17 (Mol Cell
Neurosci 2001; 6: 702). Nuestro objetivo consiste en cruzar dichos
animales transgénicos y analizar, posteriormente, si existe un sinergismo
entre la sobreexpresion de GSK-3b y proteina tau mutante, tanto a nivel
bioquimico, como histolégico y comportamental.
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INDUCCION NEURONAL DEL INMUNOPROTEASOMA

EN LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Diaz-Hernandez M 2, Hernandez F?, Martin-Aparicio E?,
Gomez-Ramos P°, Morén MA®, Castafio JG©, Ferrer | ¢,
AvilaJ?Lucas 132

Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, CS C/UAM. Madrid.

b Departamento de Morfologia, Facultad de Medicina, Universidad Autnoma

de Madrid. ¢ Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Madrid. ¢ Ingtitut de Neuropatologia, Servei d’ Anatomia Patologica,
Hospital Princeps d’ Espanya. L' Hospitalet de LI., Barcelona

Una de las principales marcas histopatologicas de la enfermedad de
Huntington (EH) es la presencia de inclusiones intraneuronales, que
ademas se marcan con anticuerpos antiubiquitina y antiproteasoma.
Esto sugiere que una alteracion del sistema ubiquitina-proteosoma
(UPS) pudiera ser clave en la patogénesis de la EH. Ademas en estudios
realizados en células transfectadas se ha visto que la formacion de
agregados lleva a la acumulacion de proteinas sustrato del proteasoma.
El objetivo del presente estudio es comprobar si efectivamente tiene
lugar una inhibicién de la actividad proteasoma in vivo en las neuronas
que presentan estos agregados. En nuestro laboratorio hemos generado
un modelo animal de EH que presenta agregados tanto en corteza como
en estriado, ratones HD94 (Cell 2000; 101: 57-66; J Neurosci 2001; 21:
8772-81). En este modelo se ensayaron las tres actividades proteoliticas
del proteasoma con sustratos fluorogénicos en extractos de corteza y
estriado de ratones HD94 y control. En contra de lo esperado, no
encontramos evidencias de la inhibicién de las actividades del
proteasoma, pero si un cambio cualitativo en el mismo. Este resulté ser
debido a la activacion de las subunidades inducibles LMP2 y LMP7 del
inmunoproteasoma. La induccion del inmunoproteasoma también se
verifico en muestras de cerebro post-mortem de pacientes de EH, y
parece presentar una correlacion con neurodegeneracion.

P 196

UNA NUEVA MUTACION DEL GEN DE TAU, G303V, EN UNA
FAMILIA CON PARALISISSUPRANUCLEAR PROGRESIVA
Ros R? Thobois SP, Streichenberger N¢, Kopp N ¢, Sanchez M ¢,
Pérez M ¢, Hoenicka J?, Avila J¢, Honnorat J', G. de Y ébenes J*¢
#Banco de Tejidos para I nvestigaciones Neurol égicas. Madrid, Espafia.
®CERMEP and Neurology C, Hopital Neurologique. Lyon, France. ¢ Department
of Neuro-Pathology, Hopital Neurologique. Lyon, France. ¢ Fundacion Jiménez
Diaz, UAM. Madrid, Espafia. ¢Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa,
CSC-UAM. Madrid, Esparia. "Neurologie B, Hopital Neurologique. Lyon, France

La paralisis supranuclear progresiva (PSP) es un sindrome
clinicopatolégico caracterizado por parkinsonismo, trastornos del
movimiento, demencia frontolimbica y otros déficit clinicos. A nivel
histopatologico se detecta atrofia, pérdida neuronal y gliosis con
depositos de la proteina tau en neuronas y astrocitos en el tronco del
encéfalo, diencéfalo y corteza. Generalmente, PSP es esporadica y de
etiologia desconocida, aunque en algunos casos se han descrito pacientes
de PSP con mutaciones en el gen de tau. Nosotros describimos una
nuevamutacion en una familia de PSP con patron de herencia autosdmica
dominante y comienzo precoz. La nueva mutacion consiste en la
transversion de una guanina en la posicion 2099 del cDNA por una
timina, que origina en el péptido mutante el cambio de una glicina por
una valina en la posicién 303 (G303V), en la region correspondiente al
segundo dominio de unién a tubulina de la proteina tau. El analisis
neuropatologico mostro atrofia severa del tronco del encéfalo y ganglio
basal, y una atrofia moderada de la zona frontotemporal. La pérdida
neuronal y los depdsito de tau en neuronas y glia también se observaron
en varias zonas. El analisis de proteina reveld un incremento de la
expresion de las isoformas de tau con cuatro dominios de union a
microtubulos. La mutaciéon G303V podria incrementar el splicing del

1165



X CONGRESO SENC: COMUNICACIONES POSTER

exon 10 del gen de tau y, de esta manera, incrementarse la proporcion
4R/3R en el cerebro del paciente.

Neuroanatomia
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CONTROL DUAL DE LA VIiA INDIRECTA

POR AFERENTESTALAMICOSPROCEDENTES

DEL NUCLEO PARAFASCICULAR

Castle M ? Gonzalo N2 Véazquez A°®, Sierra S Aymerich M €,
Lanciego JL @

2Departamento de Anatomia, Universidad de Navarra. ® Servicio de Neurocirugia,
Servicio Navarro de Salud. ¢ Departamento de Bioquimica, Universidad de
Navarra. ¢ Departamento de Histologia, Universidad de Navarra. Pamplona

El presente trabajo analiza las relaciones existentes entre el nucleo
parafascicular del talamo (PF) y la denominada ‘via indirecta’ de los
ganglios basales. Mediante el empleo de técnicas de multiple trazado
neuronal han sido estudiadas las aferencias talamicas desde PF hacia el
estriado y hacia el nucleo subtalamico (STN), y sus relaciones con las
neuronas de proyeccion estriatopalidales y subtalamopalidales, asi
como con los distintos subtipos de interneuronas estriatales.
Nuestros resultados demuestran que los aferentes talamicos entran en
relacion con las neuronas estriatofugales origen de proyecciones
hacia el globo palido externo (GPe), asi como con los distintos
subtipos de interneuronas del estriado. Ademas, las neuronas de STN
que proyectan hacia GPe son la aparente diana postsinaptica de los
aferentes talamicos a STN.

Estos datos sugieren que las neuronas de PF ejercen una modulacion
dual sobre la actividad resultante de la via indirecta, al contactar
mediante sinapsis excitadoras tanto con neuronas de proyeccion
estriatopalidales como con neuronas de proyeccion subtalamopalidales.
La existencia de solapamientos entre aferentes talamoestriados e
interneuronas del estriado también debe de ser tenida en cuenta a la hora
de analizar estos tipos de circuitos complejos.

Financiacion: proyectos de investigacion del FIS, ref.: 01/0237,
Departamento de Educacion del Gobierno de Navarra, y Michael J. Fox
Foundation for Parkinson’s Research.
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DISTRIBUCION DE INMUNORREACTIVIDAD
A LA GALANINA EN EL ENCEFALO DEL ESTURION
(CHONDROSTEI, ACIPENSER BAERI)

Adrio F, Rodriguez MA, Anadén R, Rodriguez-Moldes |
Dpto. Bioloxia Celular e Ecoloxia, Facultade de Bioloxia,
Universidade de Santiago de Compostela

La galanina es un péptido de 29 aminoacidos ampliamente distribuido en
elencéfalo de vertebrados. Se considera que acttia como neuromodulador
inhibidor, aunque también se han demostrado sus efectos excitadores.
Aunque se conoce la distribucion de este péptido en el encéfalo de
teledsteos, considerado el grupo de peces 6seos mas avanzado, se
desconoce la organizacion del sistema galaninérgico en peces Oseos
primitivos, como los condrosteos, lo que sin duda tiene un gran interés
filogenético. En este estudio hemos determinado la distribucion de
neuronas y fibras inmunorreactivas a galanina (GALir) en el encéfalo de
un esturion mediante la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas.
Nuestros resultados evidencian la presencia de abundantes células GALir
de tipo liquido cerebroespinal-contactante (LC-C) en el telencéfalo
ventral, area predptica e hipotalamo tuberal y posterior. La inervacion
galaninérgica es muy abundante en el bulbo olfatorio, telencéfalo, area
preodptica, hipotdlamo, techo o6ptico, y rombencéfalo. El patron de
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distribucion es similar a 1o observado en otras especies de peces, aunque
la presencia de galanina en numerosas células de tipo LC-C sugiere que
se trata de una caracteristica primitiva. Su presencia en fibras de la
neurohip6fisis y sus cordones interdigitados con la pars intermedia indica
que este péptido ejerce un papel hipofisiotropico. Ademas, su amplia
distribucion extrahipotalamica en el esturién sugiere que también
interviene en numerosos circuitos sensoriales y motores.

Financiacion: MCyT (BXX2000-0453-C02-01) y Xunta de Galicia
(PGIDT99BIO20002 y PGIDT01PXI20007PR).

P 199

CONECTIVIDAD DEL TECHO OPTICO DE LA CARPA
DORADA (CARASSIUS AURATUS) CON LA FORMACION
RETICULAR MESENCEFALICA Y ROMBENCEFALICA

Pérez-Pérez MP, Luque MA, Herrero L, NUfiez-Abades PA, Torres B
Dpto. Fisiologiay Zoologia, Universidad de Sevilla

El techo optico de la carpa dorada interviene en la generacion de los
movimientos de orientacion, enviando una sefial motora a través de la
formacionreticular del mesencéfalo y rombencéfalo alas motoneuronas
extraoculares. Dicha sefial se ajusta con otra de retroalimentacion
procedente de las dianas reticulares. Este trabajo estudio la conectividad
reciproca entre regiones reticulares y sitios tectales con diferentes
propiedades motoras. El trazador bidireccional biotina dextrano amina
se inyecto en sitios tectales anteromediales, que inducen movimientos
oculares con pequefio componente horizontal y gran componente vertical,
o posteromediales, donde se inducen movimientos con gran componente
horizontal y pequefio componente vertical. Los somas y botones marcados
se localizaron en la formacion reticular del mesencéfalo y rombencéfalo.
Los somas se situaron en el area de mayor densidad de botones; ademas
éstos se observaron proximos a neuronas retrogradamente marcadas,
sugiriendo la presencia de un circuito de retroalimentacion
tectorreticular. Tras la inyeccion anteromedial, la mayoria de botones
y neuronas se encontraron en la formacion reticular rostral al nucleo
oculomotor, mientras que tras la inyeccion posteromedial, se localizaron
en la formacion reticular mesencefalica caudal. Estos resultados sugieren
una conectividad topografica entre diferentes sitios tectales y la
formacion reticular mesencefalica.

Financiado con una ayuda MCYT BFI12000-0335.
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CODIFICACION DE LOSMOVIMIENTOS

DE ORIENTACION POR LA ViA TECTORRETICULAR

EN LA CARPA DORADA (CARASSIUS AURATUS)

Luque MA, Pérez-Pérez MP, Herrero L, NUfiez-Abades PA, Torres B
Dpto. Fisiologia y Zoologia, Universidad de Sevilla

Estudios de la participacion de la via tectorreticular en la generacion de
movimientos oculares de orientacién en peces permitiria sugerir mecanismos
de codificacion comunes y especificos en los vertebrados. Con este fin, se
estudio mediante técnicas de estimulacion eléctrica la implicacion del
techo optico y de la formacion reticular del mesencéfalo en la generacion
de movimientos oculares en la carpa dorada. La activacion eléctrica de
diferentes sitios tectales produjo movimientos oculares que cambiaron su
componente vertical de hacia arriba a hacia abajo con el eje mediolateral,
mientras que el componente horizontal aumento con la distancia al polo
rostral del techo. Estos datos sugieren que en el techo el movimiento se
codificaen términos espaciales. La estimulacion eléctrica de la formacion
reticular del mesencéfalo produjo, seglin el sitio estimulado, movimientos
oculares verticales y horizontales puros. Esto sugiere que los comandos
tectales preoculomotores podrian ser decodificados en un sistema
cartesiano por generadores vertical y horizontal. La estimulacion de la
formacion reticular también produjo movimientos oblicuos de diferente
direccion, sugiriendo que la informacién procedente de los generadores
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horizontal y vertical podria ser integrada a este nivel antes de alcanzar a
las motoneuronas. Finalmente un centro generador de movimientos
oculares convergentes se encontr6 en el polo rostral del mesencéfalo.
Financiado con una ayuda de MCYT BF12000-0335.
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ANALISISCOMPARADO DE LASPOBLACIONES
NEURONALESINMUNORREACTIVAS

PARA CALBINDINA-D28K Y CALRETININA

EN LA MEDULA ESPINAL DE XENOPUSLAEVIS

MoronaR, Lépez IM, Moreno N, Mufioz M, Gonzalez A
Dpto. Biologia Celular, Facultad de Biologia, Universidad Complutense. Madrid

En el presente trabajo se ha estudiado la distribucién de dos proteinas
ligantes de calcio, calbindina-D28K (CB) y calretinina (CR) en la médula
espinal del anfibio anuro Xenopus laevis. Se observaron neuronas CB+
dispersas en practicamente todos los campos de la sustacia gris espinal. La
mayoria se localiza en el campo dorsal superficial, la region gris central y
en el campo ventral, inmediatamente medial y dorsal a la columna motora
ventral. Este patron es basicamente comun en todos los segmentos espinales.
Ademas de los somas neuronales, numerosas fibras CB+ se organizan
longitudinalmente en el funiculo ventral y ventrolateral, dando ramificacion
hacia la zona motora en distintos puntos. En niveles cervicales fibras
aferentes primarias CB+se marcaron claramente junto consus caracteristicos
campos terminales en la porcion basal de la sustancia gris dorsal. En los
ganglios dorsales cervicales también se observaron subgrupos de neuronas
CB+. Ladistribucién de células CR+ parece ser mucho mas restringida. En
todos los niveles espinales se observaron grupos compactos de pequefias
neuronas en el campo gris dorsal y inicamente unas pocas células dispersas
se marcaron en la porcion gris intermedia o ventral. El nimero de fibras
CR+ en la médula espinal es muy escaso y, de forma llamativa, sobresale
un pequefio tracto en el funiculo ventrolateral (Lissauer) que tras penetrar
dorsalmente en niveles lumbares caudales, asciende hasta la médula
cervical y va originando fibras hacia el campo dorsolateral.
Lalocalizacion diferencial y selectiva de estas dos proteinas ligantes de
calcio en lamédula espinal sugiere un papel de éstas en el procesamiento
espinal de vias sensitivas nociceptivas y viscerales.
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VIASVOMERONASALESCENTRALES
EN EL SNC DE ANFIBIOSANUROS

Moreno N, Lépez MM, Morona R, Mufioz M, Gonzalez A
Dpto. Biologia Celular, Facultad de Biologia, Universidad Complutense. Madrid

El sistema vomeronasal de vertebrados se encarga de la deteccion de
sustancias quimicas complejas, como feromonas, que son esenciales en
comportamientos sociales y reproductivos. Lainformacién vomeronasal
alcanza el bulbo accesorio olfativo (AOB) a través del organo vomeronasal
y es enviada hacia el componente medial del complejo amigdalino. En
el presente trabajo mediante técnicas de trazado neuronal se ha estudiado
las vias vomeronasales centrales en el sistema nervioso central de los
anuros, Xenopus laevis y Rana perezi. En éstos, el AOB constituye la
principal aferencia de laamigdala medial (MeA), que puede ser por tanto
considerada como el principal centro vomeronasal secundario en el
SNC. Estas técnicas de trazado se han combinado con técnicas
inmunohistoquimicas con el fin de estudiar la quimioarquitectura de esta
zona. Las principales conexiones de la MeA son con otras regiones
telencefalicas, como areas septales, palios medial y lateral, ganglios
basales y especialmente otras regiones amigdalinas. Caudalmente, esta
fuertemente conectada con regiones hipotalamicas. Desde el diencéfalo,
recibe informacion multisensorial desde el talamo dorsal y en menor
medida desde el ventral. Las proyecciones desde regiones tegmentales
son muy escasas, asi como desde el rombencéfalo, siendo la proyeccion
desde el rafe la aferencia mas caudal que recibe.
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Estos datos anatomicos indican el papel principal de la MeA en el
procesamiento de la informacién vomeronasal en anuros, actuando
como centro de integracion de dicha informacion e importante fuente de
eferencias hacia el hipotalamo, que juega un papel decisivo en la
respuesta comportamental del animal a dichos estimulos.
Financiacion: DGCYT BOS2000-0559.
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CODISTRIBUCION/COLOCALIZACION DE
NEURONASNITRERGICASY MONOAMINERGICAS
EN EL SNC DE LOSANFIBIOS

Lopez IM, Moreno N, Morona R, Mufioz M, Gonzalez A
Dpto. Biologia Celular, Facultad de Biologia, Universidad Complutense. Madrid

Mediante la aplicacion de técnicas de doble inmunohistofluorescencia
para la deteccion de la sintasa del 6xido nitrico (NOS) y de la tirosina
hidroxilasa (TH) asi como de la serotonona (SHT), se ha estudiado la
coexpresion de laactividad nitrérgica y monoaminérgicaen el SNC de los
anfibios anuros Rana perezi'y Xenopus laevis, y del urodelo Pleurodeles
waltl. Los resultados muestran una extensa codistribucion entre ambos
tipos de poblaciones neuronales a lo largo de todo el SNC que contrasta
con lamuy restringida colocalizacion entre ambos marcadores. En anuros
se ha encontrado que aproximadamente el 80% de las células 5-HT+ de
la larga columna medial del rafe son también nitrérgicas. Combinando
técnicas inmunohistoquimicas con trazado neuronal retrogrado se ha
comprobado que algunas de estas células doblemente marcadas inervan
la médula espinal. En urodelos, también existe una zona restringida de
colocalizacion NOS/5-HT en los niveles rombencefélicos del nucleo
motor del nervio glosofaringeo. Aqui el porcentaje de células doblemente
marcadas es menor que en anuros (40%, aproximadamente). Asi pues, en
subnticleos especificos dentro de la larga columna serotoninérgica del
rafe, el oxido nitrico podria modular la liberacion y la accién de la
serotonina. De igual forma se ha observado una amplia codistribucion
entre las poblaciones neuronales nitrérgicas y catecolaminérgicas en el
bulbo olfativo, el area predptica y el nucleo del tracto solitario. Las
células noradrenérgicas del locus coeruleus de todos los anfibios estudiados
no presentan actividad nitrérgica, a diferencia de las células colinérgicas
del nucleo tegmental laterodorsal que son mayoritariamente NOS+.
Solamente se encontrd coexpresion NOS/TH en algunas células del
tubérculo posterior de los anfibios anuros.
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DISTRIBUCION DE LA INMUNORREACTIVIDAD
A GAD, TH y MET-ENCEFALINA EN EL BULBO
OLFATORIO DE UN ELASMOBRANQUIO,

LA PINTARROJA (SCYLIORHINUS CANICULA)

Sueiro C, Anadédn R, Rodriguez-Moldes|
Departamento de Bioloxia e Ecoloxia, Universidade de Santiago de Compostela

Estudios morfologicos clasicos sobre la organizacion del bulbo olfatorio
(BO) de peces han revelado ciertas diferencias con la organizacion
observadaen el BO detetrapodos, como la ausencia de la capa plexiforme
externa y de células periglomerulares. Esto ha llevado a sugerir que los
circuitos olfatorios no resultan idénticos en todos los vertebrados. En
este trabajo analizamos la distribucion de inmunorreactividad a
anticuerpos contra el enzima de sintesis del GABA, la glutamato
descarboxilasa (GAD), con objeto de conocer la organizacion del
sistema gabérgico presente en el BO de pintarroja y poder compararlo
con el existente en otros vertebrados. Con el fin de complementar la
caracterizacion neuroquimica del BO de pintarroja también hemos
analizado la distribucion de inmunorreactividad a tirosina hidroxilasa
(TH) y a Met-encefalina (Met). En la capa granular hemos identificado
células granulares inmunorreactivas (+) a los tres anticuerpos que
parecen ser las responsables de la abundante inervacion GAD+/TH+/
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Met+ observada en los glomérulos. También hemos observado células
periglomerulares GAD+/TH+ que contribuyen con sus prolongaciones
alainervacion de glomérulos adyacentes. Dobles marcajes fluorescentes
analizados con el microscopio laser confocal evidencian células
periglomerulares TH+ pero GAD—. En la capa de fibras olfatorias hemos
observado células y prolongaciones GAD+/TH—/Met—. Estos estudios
revelan que la organizacion del BO de elasmobranquios no resulta tan
diferente a la de mamiferos como se afirmaba inicialmente.

Trabajo financiado por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia
(BXX2000-0453-C02) y la Xunta de Galicia (PGIDT99BI020002 y
PGIDTO01PXI20007PR).
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CARACTERIZACION ANATOMICA DEL NUCLEO
BASAL MAGNOCELULAR: ESTUDIO ONTOGENICO
EN LAGOMORFOS

Contreras-Rodriguez J, Morales-Garcia JA, Marin-Garcia P,
Martinez-Sainz P, Rodriguez-Veiga E, Gonzél ez-Soriano J
Departamento de Anatomia y Anatomia Patol 6gica Comparada,

Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense. Madrid

El nucleo basal magnocelular o de Meynert (NBM) es la principal
fuente de inervacion colinérgica hacia la neocorteza. Esta constituido
por células colinérgicas localizadas en el prosencéfalo basal,
extendiéndose desde el septo y el nucleo de la banda diagonal de Broca
hasta la parte mas caudal del globo palido. Estas neuronas podrian ser
responsables de algunas de las alteraciones que se presentan en relacion
conlaedadylaneurodegeneracion, incluida laenfermedad de Alzheimer.
La caracterizacion neuroquimica del NBM se ha realizado en varias
especies. En los primates, incluido el hombre, y en el gato, la mayoria
de las células colinérgicas contienen la proteina ligante de calcio
calbindina y en esta ultima especie, también NADPH-diaforasa. Por el
contrario, estudios realizados en roedores indican que las neuronas
colinérgicas del NBM no expresan ni calbindina ni DADPH-diaforasa.
Hemos realizado la caracterizacion morfologica y neuroquimica del
NBM en el conejo tanto en desarrollo como en individuos adultos.
La localizacion del NBM en esta especie parece ser diferente a la que
tradicionalmente se ha descrito en otras especies. Hemos encontrado
grupos de neuronas con caracteristicas de células pertenecientes al NBM
en situaciones mas dorsales y mas caudales a las resenadas previamente.
Nuestros resultados muestran que las neuronas del NBM en ¢l conejo son
nitrérgicas e igualmente expresan calbindina. Estas caracteristicas
neuroquimicas aparecen tanto en el desarrollo como en el individuo adulto.
De acuerdo con estos datos, el conejo podria ser un modelo adecuado para
analizar aquellos procesos relacionados con la neurodegeneracion en los
que esté implicado el dafio de neuronas colinérgicas.
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ORGANIZACION DE LASPOBLACIONES
SEROTONINERGICASEN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL DE LA LAMPREA DE MAR

Abalo XM, Villar-Cheda B, Pérez-Costas E, Meléndez-Ferro M,
Anadon R, Rodicio MC

Departamento de Bioloxia Celular e Ecoloxia, Universidade de Santiago
de Compostela

Lalamprea de mar presenta un ciclo de vida complejo con distintas etapas
que requieren diferentes adaptaciones anatomicas y fisiologicas. Asi, las
larvas viven enterradas en el lecho fluvial, son ciegas y se alimentan por
filtracion, mientras que los adultos viven en el mar y son parasitos de
peces. Mediante métodos inmunohistoquimicos hemos estudiado la
organizacion de los sistemas serotoninérgicos de la lamprea de mar a lo
largo de su vida. El sistema nervioso central de las larvas de lamprea
presenta cuatro poblaciones serotoninérgicas diencefalicas: en el 6rgano
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pineal, la zona /imitans, la region tuberal y la region mamilar. También
tienen poblaciones serotoninérgicas istmicas, otra en el rombencéfalo
caudal y células serotoninérgicas de la médula espinal. Las istmicas
aparecen en embriones tardios mientras que las restantes poblaciones lo
hacen en prolarvas, excepto la mamilar, que aparece en larvas tempranas.
Nuestros resultados muestran ademas diferencias en la organizacion de
los sistemas serotoninérgicos entre larvas y adultos. Ademas de los
grupos larvarios, las lampreas de mar adultas presentan otras tres pobla-
ciones: en el organo parapineal, en la retina y en la region talamo-
pretectal. La poblacion parapineal aparece en individuos premetamorfi-
cos, mientras que la poblacion de la retina y la talamo-pretectal lo hacen
durante la metamorfosis. La aparicion de la poblacion retiniana y la
talamo-pretectal durante la metamorfosis sugiere que esos cambios estan
relacionados con la maduracion del sistema visual, que no adquiere su
completa funcionalidad hasta después de la metamorfosis.

Trabajo financiado por el MCYT (BMC2000-0283) y la Xunta de
Galicia (PGIDT99PX120003B).
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DISTRIBUCION DE NEUROPEPTIDOSEN LA FORMACION
DEL HIPOCAMPO HUMANO EN DESARROLLO

Cebada-Sanchez S? Marcos P?, Garcia-L6pez R?,
Arroyo-Jiménez MM # Mohedano-Moriano A 2,
Hernandez-Sansalvador M 2, Martinez-Marcos A 2,
Artacho-Pérula E2 Tramu G°, Blaizot X ?, Insausti R?
2Laboratorio de Neuroanatomia Humana, Universidad de Castilla-La Mancha,
Centro Regional de Investigaciones Biomédicas (CRIB). Albacete. ®Laboratoire
de Neurocytochimie Fonctionnelle, Université de Bordeaux I. Francia

La formacion del hipocampo se localiza en el lobulo temporal y esta
compuesta por distintas estructuras conectadas entre si de forma
unidireccional. La integridad de estas conexiones es esencial para los
procesos de memoria y aprendizaje. Se sabe que estas conexiones
comienzan ya a establecerse durante la vigésima semana de desarrollo
embrionario. En el nacimiento, la organizaciéon de la formacion del
hipocampo es practicamente similar a la del adulto, aunque con perfiles
mas inmaduros. El objetivo de este trabajo es el estudio de la distribucion
de diferentes neuropéptidos durante el desarrollo posnatal utilizando
técnicas inmunohistoquimicas. A las 35 semanas de gestacion hemos
observado perfiles marcados con neuropéptido Y (NPY), somatostatina
(Som), metionina-encefalina-8 (Met-enk) y galanina (Gal) en la
circunvolucion dentaday en el subiculo. En CA3 se ha detectado ademas
leucina-encefalina (Leu-enk). En CA2 se han encontrado NPY, Gal y
neurotensina (NT); y en CA1, NPY y Som. EI NPY se ha observado en
las cortezas entorrinal, perirrinal y parahipocampica. A los cinco afios
de desarrollo posnatal se observan cambios en el patron de distribucion
de NPY y Gal en las regiones en las que aparecen; también en esta edad
se detecta parvalbumina, que no se observa en edades mas tempranas.
Estos resultados preliminares sugieren que los neuropéptidos estudiados
podrian tener un papel en la maduracion postnatal de las diferentes
estructuras que componen la formacién del hipocampo.
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ORGANIZACION DE LOS SISTEMAS GABERGICOS

EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DEL ESTURION
(ACIPENSER BAERI)

Adrio F, Sueiro C, Anadén R, Rodriguez-Moldes |

Dpto. Bioloxia Celular e Ecoloxia, Universidade de Santiago de Compostela

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso
central (SNC). Su presencia puede ser detectada inmunocitoquimicamente
mediante anticuerpos contra GABA o bien contra su enzima de sintesis,
la glutamato descarboxilasa (GAD), lo que permite conocer la organizacion
de los sistemas gabérgicos en el SNC. Hasta ahora, todos los estudios
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sobre los sistemas gabérgicos de peces 0seos han sido hechos en el grupo
mas avanzado, los teledsteos. Para conocer la evolucion de estos sistemas,
hemos estudiado la distribucion de inmunorreactividad a anticuerpos
contra GABA y GAD en el SNC de un pez 6seo primitivo, el esturion.
Nuestros resultados evidencian la presencia de células inmunorreactivas
aambas sustancias (GABA/GADir) en todas las regiones encefalicas del
esturion como bulbo olfatorio, telencéfalo dorsal y ventral, nucleo
preodptico parvicelular y 6rgano del receso predptico, talamos, 1obulos
hipotalamicos e hipotalamo tuberal, pretecho, techo 6ptico, cerebelo, gris
central, area octavolateral, 16bulo del vago y paredes del canal central
espinal. También hemos observado una abundante inervacion gabérgica
en todas estas regiones. Algunos tractos como el tracto hipotalamo-
hipofisario y el tracto del saco vasculoso contienen abundantes fibras
GABA/GADiIr. El analisis comparativo de nuestros resultados demuestra
que laabundancia de poblaciones gabérgicas en el encéfalo de condrosteos
esta en linea con los resultados obtenidos en otros peces y en tetrapodos.
Los esturiones comparten con los ciclostomos caracteristicas como la
presencia de células gabérgicas del tipo liquido cefalorraquideo-
contactante en regiones hipotalamicas.

Financiado por Ministerio de Cienciay Tecnologia (BXX2000-0453-C02-
01) y Xunta de Galicia (PGIDT99BIO20002 y PGIDT01PXI20007PR).
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ESTUDIO INMUNOCITOQUIMICO DE LA AMIGDALA
SUBPALIAL-EXTENDIDA DE POLLO DURANTE
EL DESARROLLO

Pineda D, DavilaJC, Real MA, Guirado S
Departamento de Biologia Celular, Genéticay Fisiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Malaga

Laamigdala es una compleja estructura constituida por una serie de niicleos
de origen tanto palial como subpalial situados en la region caudal del
telencéfalo. Presentamos aquiun estudio inmunocitoquimico delaamigdala
subpalial de pollo durante el desarrollo, desde HH40 a individuo adulto,
utilizando como marcadores la sintasa del oxido nitrico (NOS) y las
proteinas parvoalbiimina (PV), calbindina (CB) y calretinina (CR). El
nucleo Taeniae (Tn) presenta un incremento de expresion CB y CR durante
el desarrollo, mientras que el marcaje NOS se muestra regular durante todo
elproceso. Podemos postular ademas la existencia de una porcion extendida
de este nucleo, definida a partir de la expresion de los marcadores descritos,
y con localizacion ventral a la parte medial del nucleo del lecho de la estria
terminalis (BSTm). Existen sin embargo diferencias entre Tn y BSTm,
consistentes en una ausencia de marcaje CR y en una menor expresion de
NOS y CB en este ultimo nucleo. EIBSTm muestra también variaciones de
expresion con respecto a la porcion lateral del BST (BSTI), pobre en NOS,
conmayor nimero de células CB y abundante en neuropilo CR, pudiéndose
definir diferentes subregiones de BSTI con patrones de expresion
caracteristicos. Las diferencias presentes en BST resultan coherentes con
las hipotesis de homologia actuales, en las que se relaciona al BSTm y al
Tn con la amigdala medial de mamiferos y al BST1 con la amigdala central.
Financiado por BFI2000-1359-C02-01.
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ANALISISCUANTITATIVO DE NERVIOSPERIFERICOS
MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA MULTIPLE
POSTINCLUSION, MICROSCOPIA OPTICA

Y ELECTRONICA, Y ESTEREOLOGIA

Negredo P, Castro J, Avendafio C

Departamento de Morfologia, Facultad de Medicina,

Universidad Auténoma de Madrid. Madrid

El estudio cuantitativo de los nervios periféricos es ineludible para

evaluar sus procesos de desarrollo, degeneracion y regeneracion. Su
ejecucion sigue constituyendo un reto metodologico, por requerir de una
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combinacion de técnicas de marcado molecular especifico, y métodos
insesgados para el recuento y la medicion de los diversos componentes.
Presentamos un procedimiento que combina el inmunomarcado de tres
antigenos sobre cortes transversales semifinos consecutivos de nervios,
con métodos estereoldgicos sobre cortes ultrafinos intercalados, con los
que estimamos el nimero de fibras mielinicas y amielinicas, y la fraccion
de area ocupada por cada componente. Sobre los cortes semifinos
identificamos y contamos las fibras positivas para ChAT, VIP o TH. La
correlacion entre éstas y las imagenes ultraestructurales permite asociar
axones individuales a una inmunorreactividad especifica y determinar la
co-localizacion de diversos antigenos en la misma fibra. El nervio ciatico
de la rata contiene 29.000-43.000 axones, 69% de ellos amielinicos; de
éstos, el 55% expresan VIP, el 4% expresan TH y el 18% expresan
simultaneamente VIP y TH. En el nervio mediano del gato proximal a la
muiieca hay 14.000-20.000 axones, 77% de ellos amielinicos, de los que
25%-37% expresan TH. Muy pocos axones expresan ChAT, y sin co-
localizar con TH. Este abordaje permite caracterizar la composicion de
unnervio periféricoy evaluar cuantitativamente los cambios inducidos en
el mismo por manipulaciones experimentales.

Financiado por el proyecto IST-2001-34892 de la UE.

P 211

EL LOBULO TEMPORAL ROSTRAL EN EL PRIMATE:
CONECTIVIDAD VISUAL CORTICAL

Mohedano-Moriano A, Martinez-Marcos A, Arroyo-Jiménez MM,
Marcos P, Artacho-Pérula E, Blaizot X, Ubeda-Bafion I,
Cebada-Sanchez S, Ruiz-Lépez C, Garcia-Lopez R,
Hernandez-Sansalvador M, Insausti R

Dpto. Ciencias Médicas, Facultad de Medicina, Laboratorio de Neuroanatomia
Humana, Universidad de Castilla-La Mancha. Albacete

El 16bulo temporal rostral (RTL) de primates es una region que incluye el
polo temporal y areas adyacentes. E1 RTL consta de una serie de areas
corticales de asociacion unimodal (olfativa, auditiva y visual) y polimodal,
si bien su funcionalidad global es desconocida. El presente estudio
pretende caracterizar las porciones del RTL implicadas en el procesamiento
visual. Para ello, se han utilizado un total de cuatro animales (Macaca
fascicularis) enlos que se han inyectado trazadores retrogrados (Fast Blue
y Diamidino Yellow) en el labio ventral del surco temporal superior (STS)
(area TE) y en el area TE proxima a la corteza perirrinal. Las inyecciones
localizadas medialmente en el area TE del labio ventral, dan lugar a
marcaje retrogrado fundamentalmente en el fondo del STS, cortezas
perirrinal y entorrinal rostral lateral (Elr). Sin embargo, en las inyecciones
localizadas lateralmente en el area TE del labio ventral se observa un
patron de marcaje similar a las inyecciones anteriores, excepto la presencia
de marcaje en Elr. En las inyecciones centradas en el area TE proxima a
la corteza perirrinal, se observa un marcaje en regiones del area TE
proximas al lugar de inyeccion asi como un marcaje mas profuso que en
los casos anteriores en la corteza perirrinal. Estos resultados evidencian
una cierta topografia en las aferencias hacia areas visuales dentro del RTL.
Subvencionado por BFI12000-0418.
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PROLIFERACION Y DIFERERENCIACION CELULAR

EN EL ROMBENCEFALO DE LA LAMPREA DE MAR
Villar-Cheda B, Abalo XM, Meléndez-Ferro M, Pérez-Costas E,
Anadén R, Rodicio MC

Departamento de Biologia Celular y Ecologia, Area de Biologia Celular,
Universidad de Santiago de Compostela

En este trabajo se estudia la proliferacion y diferenciacion temprana en el
rombencéfalo de la lamprea de mar mediante la deteccion inmuno-
histoquimica de PCNA (proliferating cell nuclear antigen) y un marcador
neuronal temprano (HNK-1). Las células con inmunorreactividad a PCNA
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(PCNA-ir)selocalizan enlazona ventricular (ZV), y laactividad proliferante
muestra un maximo que coincide con la formacion de los rombomeros. En
prolarvas y larvas tempranas, se puede diferenciar una region anterior con
6 rombomeros y una extensa region caudal aparentemente no segmentada.
Los limites interromboméricos son bandas de intensa proliferacion. En la
placa alarla ZV es fina, con una sola fila de células PCNA-ir, mientras que
en laplacabasal se diferencia una region dorsal donde la ZV es mas gruesa,
y otra ventral con células PCNA-ir dispersas. En la region no segmentada
podemos diferenciar dos regiones, una anterior con el mismo patrén que la
region con rombomeros, y otra posterior donde la ZV aumenta de grosor,
especialmente enlaplacaalar. Laregion caudal anterior parece corresponder
con los rombomeros 7 y 8 descritos por Gilland y Baker (1995). La
proliferacion disminuye en larvas y al finalizar el periodo larvario solo
quedan células PCNA-ir dispersas en la ZV. Las primeras neuronas HNK-
1-ir aparecen en la regi6n istmica de embriones tardios. Tras la eclosion
aparecen las primeras células HNK-1-ir en los ganglios craneales y
también las primeras motoneuronas HNK-1-ir en el rombencéfalo. En el
rombencéfalo deprolarvas, las poblaciones neuronales HNK-1-irse disponen
en bandas longitudinales, y con el desarrollo se diferencian en la mayoria
de las regiones cuatro de esas bandas.

Trabajo financiado por el MCyT (BCM 2000-0283) y la Xunta de
Galicia (PGIDT99PX120003B).
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EXPRESION DE LA PROTEINA ENGRAILED-2

EN EL NUCLEO ECTOMAMILAR

Féix E? Pérez LR? PuellesL®

2Departamento de Morfologia, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

® Departamento de Ciencias Morfol dgicasy Psicobiologia,Universidad de Murcia

Elntcleo ectomamilar (EM) es una poblacion diencefalica caudoventral.
La mayoria de los autores sitiian a este ntcleo en el tegmento
mesencefalico. Martinez de la Torre (1985) observo en reptiles que este
nucleo hace relieve en la superficie caudoventral del diencéfalo, en el
prosomero 1 de Puelles (1995), mientras que en el pollo el EM parece
sobrepasar el limite sinencéfaloparencefalico en direccion rostral. Se
plantea la pregunta de si el origen embriologico de este niicleo es simple
o multiple. Hemos comenzado a abordar esto explorando la posible
participacion de células mesencefalicas al EM de pollo.

Se ha estudiado para ello la expresion en el nicleo EM de la proteina
En2 (codificada por el gen engrailed-2, caracteristico del mesencéfalo)
con el anticuerpo monoclonal 4D9 a lo largo de la embriogénesis. Se
han utilizado embriones de pollo de los estadios de Hamburger y
Hamilton desde HH 34(8 dias) hasta HH 46 (21 dias). Se han comparado
con series paralelas tefiidas con Cresil Violeta.

En los estadios HH34 y HH35, una banda de neuronas En** llega hasta
la zona de localizacion del nucleo EM, aunque no se distingue el relieve
del nucleo en la superficie pial.

En los siguientes estadios, las neuronas En”*" ya se encuentran més
agregadas, formando parte del nicleo EM, y estando las neuronas
positivas en la zona basal y caudal del niicleo.

Enlos estadios mas avanzados, las neuronas En** se encuentran agrupadas
en la zona mas caudal del nicleo.

En HH46, las neuronas En** siguen estando agrupadas en la zona caudal
del ntcleo, aunque aparecen neuronas + en la zona rostral. Con Cresil
Violeta, en la zona mas caudal del nucleo se distinguen neuronas mas
compactas, las cuales parecen corresponder a la zona con neuronas En**.
Financiado por el Gobierno de Canarias, P12000-056.
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LASCELULASPROFUNDASDE AXON CORTO

QUE CONTIENEN VIP INERVAN SELECTIVAMENTE

A OTRASINTERNEURONASDISTINTASDE LOS GRANOS
EN EL BULBO OLFATORIO

Gracia-Llanes FJ, Crespo C, Blasco-Ibafiez M, Marqués-Mari Al,
Martinez-Guijarro FJ
Departamento de Biologia Celular, Universidad de Valencia

En este trabajo investigamos las dianas de una poblacion de células
profundas de axo6n corto que contienen polipéptido intestinal vasoactivo
(VIP) en el bulbo olfatorio (BO). Se asume que las células profundas de
axon corto inervan a células granulares, pero su conectividad sinaptica no
hasido demostrada. Nuestros resultados indican que las células profundas
de axon corto que contienen VIP son interneuronas gabérgicas
especializadas en la inervacion selectiva de otras células profundas de
axon corto también gabérgicas. Sus axones contactan con la region
perisomatica y la porcion proximal de las dendritas de células profundas
de axdn corto que contienen VIP, calbindina D-28k, y neuropéptido Y. La
microscopia electronica revela sinapsis simétricas axosomaticas y
axodendriticas desde los botones VIP. En conjunto, nuestros datos
muestran que las células profundas de axdon corto que contienen VIP
forman una red que modula la funcion de otras interneuronas diferentes
delas granulares. Estared podria participar indirectamente en la inhibicion
o desinhibicion de células principales o directamente en la generacion de
ritmos oscilatorios que sincronizasen poblaciones de interneuronas y por
tanto de células principales. Nuestro estudio demuestra que lamodulacion
local del BO es mas compleja que la simple inhibicion ejercida por parte
de células periglomerulares y granulares, y remarca la importancia de
considerar la contribucion de otros tipos de interneuronas gabérgicas.
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DESARROLLO DE LA INMUNORREACTIVIDAD
A LA CALRETININA EN EL TELENCEFALO
DE LA TRUCHA COMUN

Castro AM &, BecerraM ®, Manso MJ? Anadon R

2Departamento de Biologia Celular y Molecular, Universidad de A Corufia.
® Departamento de Biologia Celular y Ecologia, Universidad de Santiago
de Compostela

La aparicion y distribucion de células y fibras inmunorreactivas a la
calretinina (CR-ir) ha sido estudiada en el telencéfalo de la trucha comtn
(Salmo trutta fario L.) durante el desarrollo y etapa adulta, mediante la
técnica inmunohistoquimica de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP).
Asimismo el empleo de Western blotting reveld la existencia de una banda
proteicade 29 kDa, similar ala observada enrata. Los resultados obtenidos
demuestran que esta proteina ligante de calcio tiene una amplia distribucion
en los hemisferios telencefalicos de la trucha, apareciendo la poblacion
CR-ir mas temprana en el area ventral telencefalica de embriones de 7-8
mm de longitud. En embriones mas desarrollados y en alevines, nuevas
poblaciones CR-irsurgen en distintas regiones telencefalicas. Eltelencéfalo
precomisural muestra poblaciones CR-ir distribuidas dorsoventralmente
enun patron de bandas; tanto las poblaciones CR-ir dorsales como ventrales
exhiben una distribucion diferencial a lo largo del eje rostrocaudal.
Asimismo puede observarse desde la etapa larvaria un patron altamente
especifico de inervacion por fibras CR-ir en laregion dorsomedial del area
telencefalica dorsal. Estos resultados indican la utilidad de esta proteina
como marcador para el estudio de la organizacion del telencéfalo de la
trucha, sugiriendo ademas la implicacion de la calretinina en funciones
especificas durante el desarrollo del cerebro anterior.

Trabajo financiado por el Ministerio de Cienciay Tecnologia (BXX2000-
0453-C02-02) y la Xunta de Galicia (PGIDT99BI1020002).
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ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LASCONEXIONESDEL
CEREBELO EN EL SALMONIDO ONCORHYNCHUS MYKISS
FolgueiraM  Anadén R®, Y &fez J?

@ Departamento de Biologia Celular y Molecular, Universidad de A Corufia.
®Departamento de Biologia Celular y Ecologia, Universidad de Santiago

de Compostela

Hemos estudiado las conexiones del corpus y la valvula cerebelli en la
trucha arcoiris (7eleostei) por medio del trazador neuronal Dil.
Aplicaciones laterales de Dil al corpus (que podrian afectar en parte al
16bulo vestibulolateral) revelan bilateralmente neuronas aferentes, con
predominio ipsilateral, principalmente en nicleos del pretecho, n. lateral
de la valvula y un nicleo istmomesencefalico ventrolateral, asi como en
la gris central y formacion reticular istmica, area octavolateral, formacion
reticular inferior y, contralateralmente, en la oliva inferior. Las fibras
eferentes cursan sobre todo contralateral y rostralmente desde el corpus
por dos vias, lateral y medial. Las eferentes laterales alcanzan el toro
longitudinal, un ntcleo pretectal superficial dorsolateral (;n.
paracomisural?), y el toro semicircular. Las eferentes mediales inervan
contralateralmente nucleos del talamo, el n. del fasciculo longitudinal
medial y la region del n. rojo y tubérculo posterior, alcanzando algunas
fibras el 16bulo inferior hipotalamico. Las aplicaciones de Dil en valvula
revelan neuronas aferentes ipsilaterales en pretecho, n. 6ptico accesorio y
n. lateral de la valvula, asi como células reticulares dispersas y en la oliva
inferior contralateral. Las eferentes valvulares cursan ipsilateralmente al
talamo, y bilateralmente al toro longitudinal, area pretectal, n. del fasciculo
longitudinal medial, areas mesencefélicas dorsomediales y formacion
reticular istmorrombencefélica. Se analizan las posibles homologias con
las conexiones cerebelosas descritas en otros peces actinopterigios.
Trabajo financiado por el MCYT (BXX2000-0453-C02-01 y -02).

P 217

ANATOMIA Y ESTRUCTURA DEL SEGMENTO INICIAL

DEL AXON EN CELULASPIRAMIDALESDE LA REGION CA1
Herreras O?, Lopez-Aguado L 3 ZerdaR®, Alvarez F°

2Dpto. Investigacion, Hospital Ramén y Cajal. Madrid.

°Dpt. Anatomy, Wright State University. Dayton OH, USA

Las células piramidales de la region CA1 generan potenciales de accion
tanto en axoén como en dendritas. La geometria, excitabilidad y distancia
eléctrica entre generadores determinan el sitio de inicio y modo de
operacion global. Conocer en detalle laanatomiay estructura del segmento
inicial axénico es imprescindible para interpretar los resultados
experimentales y en estudios tedricos. Hemos realizado este estudio en
ratas Sprague adultas utilizando rodajas de hipocampo fijadas y también
mantenidas ex vivo. Las neuronas piramidales se inyectaron con
neurobiotina y posteriormente se inmunotifieron con anticuerpos contra
proteina basica de mielina. Tras revelado con avidina-fluoresceina e
inmunorreactividad contra PBM, el material se analiz6 con microscopia
confocal. Los heminodos se localizaron en el estrato oriens, proximos al
alveus. Su distancia al cuerpo celular, estimada en proyeccion
bidimensional de series de secciones opticas, fue de 100-150 um. El cono
axonico se observa en la capa piramidal emergiendo tanto de somas como
de dendritas primarias. El estudio ultraestructural del cono axénico y la
region amielinica utilizo secciones seriadas procesadas para microscopia
de transmision convencional. En las reconstrucciones, asistidas por
ordenador, el cono axdénico mostré un diametro de 2-2.5 um y una
longitud de 10-15 pm. A partir de éste, la region amielinica mantuvo un
diametro constante de 1-1,5 micras hasta el heminodo.

Financiado por PB98/1639 y BEF102/1767.
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CARACTERIZACION DE UNA POBLACION
DE CELULASPERIGLOMERULARES QUE EXPRESAN
CCK ENEL BULBO OLFATORIO DE LA RATA

Crespo C, Gutierrez-Mecinas M, Gracia-Llanes FJ,
Blasco-1béafiez IM, Marqués-Mari Al, Martinez-Guijarro FJ
Departamento de Biologia Celular, Universidad de Valencia

En el cerebro de los vertebrados, los receptores olfatorios envian sus
axones al bulbo olfatorio (BO), donde se produce el primer relevo de la
informacion sensorial desde estos axones a la dendrita apical de las
células principales. Elrelevo tiene lugar en unas estructuras particulares
de neuropilo, los glomérulos olfatorios, y estd modulado por una
poblacion de interneuronas conocidas como células periglomerulares
(PG). Hasta ahora se ha considerado que las PG constituian una
poblacion homogénea de células gabérgicas que recibian contactos del
nervio olfatorio. Pero investigaciones recientes han puesto de manifiesto
que hay al menos dos grandes grupos de PG: las tipo 1, que son
gabérgicas y reciben contactos del nervio olfatorio, y las tipo 2, que son
GABA-negativas y no reciben aferencias sensoriales.

Como parte de un proyecto de caracterizacion neuroanatomica y
neuroquimicade PG, en este estudio nos hemos centrado en una poblacion
de PG que expresan el neuropéptido colecistoquinina (CCK) y de las que
se desconoce si pertenecen al tipo 1 o al tipo 2. Para ello, hemos empleado
la microscopia electronica y dobles marcajes inmunocitoquimicos de
CCK/calbindina, CCK/calretinina, CCK/somatostatina, CCK/tirosina
hidroxilasay CCK/GABA. El estudio aporta datos nuevos al conocimiento
de la circuiteria del BO encargada de modular la entrada de informacioén
sensorial desde la mucosa olfatoria y procesarla para elaborar una
respuesta que sera enviada a centros cerebrales superiores.
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CARACTERIZACION NEUROQUIMICA DE INTERNEURONAS
EN EL BULBO OLFATORIO DE LA RATA: CELULAS
PERIGLOMERULARES QUE EXPRESAN SOMATOSTATINA
Y CELULASPERIGLOMERULARESCON ACTIVIDAD
NADPH-DIAFORASA

Gutiérrez-Mecinas M, Crespo C, Gracia-Llanes FJ,

Blasco-1bafiez M, Marqués-Mari Al, Martinez-Guijarro FJ
Departamento de Biologia Celular, Universidad de Valencia

Elbulbo olfatorio (BO) es la primera estacion de relevo de la informacion
olfatoria. Este relevo se lleva a cabo en unas estructuras de neuropilo
llamadas glomérulos olfatorios que aparecen delimitadas por interneuronas
llamadas células periglomerulares (PG). Investigaciones recientes han
descrito dos tipos de PG: las tipo 1 son gabAérgicas y contactan con el
nervio olfatorio y las tipo 2 no son gabérgicas, no reciben aferencias
sensoriales y son positivas para calbindina D-28k (CB) y calretinina
(CR). Existen subpoblaciones de PG de las que no se conoce ni su
conectividad sindptica ni si pertenecen al tipo 1 o al tipo 2. Este es el caso
de las PG que expresan somatostatina (SOM) y de las que tienen la
actividad enzimatica NADPH-diaforasa (ND). La caracterizacion
neuroquimica de estas PG podria ayudarnos a entender mejor como se
modula el procesamiento de la informacion olfatoria. En este estudio se
han hecho dobles marcajes inmunocitoquimicos de SOM/CB SOM/CR
y SOM/GABA con fluorescencia. La ausencia de colocalizacion de estos
marcadores demuestra que las PG que expresan SOM son un nuevo tipo
de PG diferente de los previamente descritos. También se han realizado
dobles marcajes histoquimicos/inmunocitoquimicos de ND/GABA que
demuestran que todas las células ND-positivas son gabérgicas y por tanto
de tipo 1. La caracterizacion neuroquimica hecha en este experimento
muestra que la poblacion de las PG es mucho mas heterogénea de lo que
se pensaba hasta ahora.
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ANALISISDEL ORIGEN Y DISTRIBUCION
TANGENCIAL DE LA PROYECCION TALAMOCORTICAL
A LA CAPA | EN LA RATA ADULTA

Rubio-Garrido JP, Pérez de Manzo F, Clasca F
Departamento de Morfologia, Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma de Madrid

Estudios en primates (Jones EG. TINS 2001; 24: 595) sugieren que una
poblacién neuronal especifica, dispersa en la mayoria de los nucleos
talamicos, originaria la proyeccion talamocortical a la capa I (TCI). Se
atribuye a TCI un papel clave en procesos de sincronizacién de amplias
areas corticales. Hemos analizado el origen de TCI y su distribucion
tangencial sobre el hemisferio cerebral de la rata adulta. Utilizamos el
transporte retrogrado de fluorocromos y trazado anterégrado con
dextrano biotinilado.

Nuestros resultados muestran que sobre pequeiias zonas de la capa I de
la corteza cerebral (aproximadamente 1 mm?) converge un niimero
extraodinariamente elevado de axones talamicos. Estos axones proceden
de neuronas situadas en multiples nticleos a lo largo toda la extension
rostrocaudal del talamo, especialmente en los niicleos anteriores,
ventromedial, ventral lateral, ventral posteroinferior, lateral dorsal,
geniculado lateral dorsal, lateral posterior, grupo posterior,
parafascicular y regiones mediales del complejo geniculado medial. No
observamos, sin embargo, neuronas TCI en los nticleos intralaminares
anteriores, ni en los nucleos principales de los complejos ventral
posterior y geniculado medial. El trazado anterégrado indica que
pequeiios grupos celulares TCI pueden inervar con sus axones gran
parte de un hemisferio cerebral, y revela que sus arborizaciones terminales
forman una tupida malla subpial, cuya distribucion tangencial es
heterogénea o «parcheaday. Nuestros hallazgos clarifican el origen y el
volumen de la proyeccion TCI en roedores. La elevada divergencia y
convergencia del sistrema TCI es congruente con su papel en la
sincronizacion funcional de extensas regiones del hemisferio cerebral.
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UTILIZACION DE LA TOMOGRAFIiA OPTICA
DE ALTA RESOLUCION (OCT) EN EL ESTUDIO
DE LA CORTEZA CEREBRAL

Marin MC? Ahnelt P?, Anger E®, BizhevaK ¢, Drexler W ¢,
Fernandez E*®

2| nstituto de Bioingenieria, Univ. Miguel Hernandez. Alicante.® Institute

of Physiology, Univ. Vienna. ¢Institute of Medical Physics, Univ. Vienna

El desarrollo de técnicas que permitan obtener imagenes de alta resolucion
de forma no invasiva, esta cobrando una gran importancia en los tltimos
afios. Una de las técnicas con mayor interés, tanto a nivel clinico como
experimental, es la tomografia Optica de alta resolucion (optical coherence
tomography, OCT). Aunque su mayor aplicacion actual se da a nivel
oftalmolodgico, existen también estudios en tejidos no transparentes. En este
trabajo hemos utilizado la técnica OCT, para estudiar la estructura y
morfologia de la corteza cerebral de gatos en los que previamente se habian
implantado microelectrodos intracorticales. Las muestras fueron fijadas y
procesadas posteriormente mediante técnicas histologicas convencionales
y técnicas de tomografia optica de alta resolucion. Nuestros resultados
muestran que las técnicas de tomografia optica son especialmente Wtiles
para la visualizacion de las capas mas externas de la superficie cerebral y
permiten la reconstruccion tridimensional de la localizacion cerebral de los
microelectrodos implantados. Este tipo de técnicas podrian ser de gran
utilidad en el futuro para el estudio e investigacion de la corteza cerebral.
Subvencionado por el proyecto europeo CORTIVIS (QLK6-CT-2001-
00279).
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DISTRIBUCION CUALITATIVAY CUANTITATIVA

DE ONSY DE NADPH-d EN EL CLAUSTRO Y CORTEZAS
ADYACENTESDE CONEJO

Pré-Sistiaga P, Mendizabal-Zubiaga JL, Algjo A, Fuentes M,
Bueno-Lo6pez JL, Reblet C

Departamento de Neurociencias, Facultad de Medicinay Odontologia,
Universidad del Pais Vasco

El 6xido nitrico (ON) es un gas altamente difusible que actua como
mensajero intercelular. Recientemente se le ha atribuido un papel
excitotdxico, provocando a altas concentraciones descargas epilépticas.
Ademas, el claustro ha recibido atencion debido a su relacion con la
propagacion de descargas epilépticas tanto limbicas como temporales.
En este estudio se planted conocer la distribucion en el claustro y
cortezas adyacentes del conejo, de la enzima formadora de ON, la 6xido
nitrico sintetasa (ONS), y de la adenin nicotin dinucleétido fosfato
reducida o NADPH-diaforasa, cofactor de la enzima.

El patron de distribucion de ambos marcadores fue similar, siendo
disperso en el claustro y cortezas, aunque las células marcadas con
NADPH-d se revelaron con mayor detalle que las ONS positivas.
Realizamos una cuantificacion del nimero de neuronas marcadas con
estas técnicas, en relacion al total de células marcadas con Nissl. Esta
cuantificacion mostr6 que el porcentaje de neuronas marcadas para ONS
fue mayor que el obtenido paraNADPH-d, tanto en el claustro como en sus
cortezas adyacentes (diferencias significativas para p<0,001 con el test Z
de comparacion de porcentajes). Estos porcentajes obtenidos, fueron
también aproximadamente constantes en la distribucion cortical laminar,
en todas las capas que forman las cortezas, tanto insular como piriforme.
Se puede inferir que no todas las neuronas ONS positivas son NADPH-d
positivas, a diferencia de lo descrito anteriormente.

Proyectos 9/UPV/EHU 00212.327-12090 y MCT BSA2001-1179.

P 223

CARACTERISTICASGEOMETRICAS
Y TOPOLOGICASDE LASNEURONAS:
UN ESTUDIO EN RETINA DE VERTEBRADOS

Climent R? Bongard M 2, Ferrandez M 2, Ammermiiller J°, Kolb H¢,
Fernéndez E?

#Instituto de Bioingenieria, Univ. Miguel Hernandez. Alicante.

® Department of Neurobiology, Univ. Oldenburg. Germany.

¢John Moran Eye Center, Univ. Utah. USA

Laretina es una estructura neural compleja, que contiene diversos tipos
de neuronas interconectados con gran precision, permitiendo un
sofisticado procesamiento y codificacion de la informacion visual antes
de que ésta sea enviada a los centros cerebrales superiores. Es dificil
encontrar un descriptor objetivo de los tipos celulares de la retina y un
gran nimero de estas neuronas, especialmente a nivel de las capas mas
internas, continuan sin estar bien caracterizadas. El proposito de este
trabajo es desarrollar una metodologia que incorpore criterios
geométricos y topologicos al analisis de las células de la retina, con el
fin de facilitar la discriminacion de diferentes tipos neuronales.

Se marcaron selectivamente 181 células de retina de tortuga mediante
inyeccion intracelular de HRP, Neurobiotina o técnicas de Golgi. Estas
células se digitalizaron con ayuda de una aplicacion informatica desarrollada
en nuestro laboratorio. Los parametros obtenidos de cada una de las células
fueron introducidos en una base de datos y procesados con ayuda de redes
neuronales y técnicas estadisticas multivariantes. Nuestros resultados
sugieren que la incorporacion de criterios geométricos y topologicos, a los
pardmetros morfologicos clasicamente utilizados (tamafio del cuerpo
celular, estratificacion y tamafio del arbol dendritico, etc), facilita la
discriminacion de diferentes tipos neuronales a nivel de la retina.
Subvencionado por el proyecto europeo CORTIVIS (QLK6-CT-2001-
00279).
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VIASANATOMICAS DEL REFUERZO:
AFERENCIAS PROSENCEFALICASAL AREA
VENTRAL TEGMENTAL EN RATONES

Martinez-Hernéndez J% Novejarque A 2, Lanuza E®,
Martinez-GarciaF?

2Departament de Biologia Funcional i Antropologia Fisica.
®Departament de Biologia Cel -lular, Universitat de Valéncia

Los estimulos reforzantes parecen activar la via dopaminérgica tegmental
(VTA) al nucleo accumbens. Para explorar esta hipdtesis analizamos las
aferencias de la VTA del ratén inyectando trazadores neuroanatémicos
potentes (dextranaminas). Estas inyecciones marcaron retrogradamente
neuronas del cortex orbitofrontal, cingular, insular, perirrinal, motor y
somatosensorial, del claustro, nicleo endopiriforme (End) y amigdala:
area anterior amigdalina, ntcleo del tracto olfatorio lateral (LOT),
amigdala medial anterodorsal (MeAD), basomedial anterior y central. En
el subcortex la marca, era muy densa en nicleo accumbens (Acb), septo
y nticleo de la banda diagonal, palido ventral y globo palido medial.
La densa marca de la substantia innominata y ntcleo de la stria
terminalis se extendia caudalmente en el hipotalamo predptico medial
(MPO)y lateral, arealateral hipotalamica (LHA) y nucleos paraventricular,
anterior, dorsomedial, ventromedial (VMH) y perifornical (Pf). La zona
incerta (Z1) y la habénula también mostraban marca.

Estas aferencias explicarian el caracter reforzante de olores (End, LOT)
y feromonas (MeAD) o de comportamientos como el sexual (MPO,
VMH), ingestivo (ZI, LHA) o de acicalado (Pf). Las conexiones
reciprocas entre la VTA y el Acb sugieren que la estimulacion del Acb
por sus otras aferencias (especialmente amigdalinas y orbitofrontales)
podria ser reforzante y activar, ademas, la via tegmentoestriatal.
Financiado por el MCyT y FEDER (BFI12001-3535).
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EFECTO DE LA HAPLOINSUFICIENCIA
DE Dyrk1A EN RETINA DE RATON

Laguna A, Fotaki V, Marti E, Arbonés ML
Programa Genesy Enfermedad, Centre de Regulacié Genomica (CRG). Barcelona

DYRKI1A es el homologo del gen minibrain en Drosophila implicado
enneurogénesis. DYRK1A se expresa de modo abundante y temprano
en telencéfalo, retina neural y médula espinal. Recientemente, nuestro
grupo ha descrito la implicacion de este gen en el desarrollo del
sistema nervioso central de raton. Los cerebros de ratones con un alelo
del gen mutado, Dyrkl1A+/—, presentan una reduccion de tamafio
significativa en mesencéfalo y rombencéfalo, siendo ésta especialmente
notoria en el tectum. Los estratos griseum superficiale y opticum del
coliculo superior, que contienen aferencias retinotectales, se encuentran
también severamente disminuidos. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, el objetivo que se planted en este estudio fue analizar la
morfologia de la retina en ratones adultos deficientes en Dyrk1A.
Estos ratones no mostraron alteraciones ni en la morfologia celular ni
en la organizacion laminar respecto a los controles Dyrkl1A+/+.
Tampoco se observaron diferencias en el grosor de las capas nuclear
y plexiforme externas. Por el contrario, las capas nuclear y plexiforme
internas en retinas Dyrk1A+/— presentaron una reduccion de grosor
significativa. El recuento de células en retinas de ambos genotipos
indicé densidades neuronales semejantes en las capas nucleares
observandose, sin embargo, una disminucion de la celularidad en la
capa ganglionar de ratones Dyrk1A+/—. El analisis immunohistoquimico
utilizando marcadores de diferentes subpoblaciones neuronales y de
glia de Miiller revel6 una reduccion en el nimero de células bipolares
y amacrinas en retinas Dyrk1A+/—. Estudios preliminares realizados
en estadios perinatales sugieren que las alteraciones observadas son
debidas a un defecto durante el neurodesarrollo de la retina.
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DISTRIBUCION DE CALBINDINA Y CALRETININA

EN EL TELENCEFAL O DEL CONDROSTEO,

ACIPENSER BAERI, BRANDT

Huesa G2, Grafia P, Anadon R, Y &fiez J°

Department of Cellular and Sructural Biology, Univ. Colorado. USA.
®Departamento de Biologia Celular y Molecular. Univ. de A Corufia.
°Departamento de Biologia Celular y Ecologia. Univ. de Santiago de Compostela

Los condrosteos son uno de los representantes actuales de los peces 0seos
primitivos noteledsteos. El telencéfalo de los condrosteos presenta eversion
moderada y ha sido subdivido en diferentes regiones, cuya nomenclatura se
asemeja a la descrita para los teledsteos. A pesar de ello existen algunas
divergencias en la interpretacion de dichas areas entre distintos autores.
Con el fin de mejorar la caracterizacion de éstas, hemos utilizado como
criterio la distribucion de la inmunorreactividad a la calbindina (CB) y la
calretinina (CR) en el telencéfalo de Acipenser baeri. Ambas proteinas
ligantes de calcio estan presentes principalmente en las células granulares
del bulbo olfatorio, al igual que en las regiones previamente identificadas
como area central del telencéfalo dorsal (Dc), y area dorsal del telencéfalo
ventral (Vd). En la region posterior del telencéfalo ventral (Vp) hay un
fuerte predominio de células positivas a la CR. En la porcion caudomedial
del telencéfalo dorsal (Dm) hay también numerosas neuronas y procesos
CRinmunorreactivos. Las neuronas inmunorreactivas ala CB se encuentran
algo mas dispersas en el telencéfalo, localizandose principalmente
concentradas en las regiones periventriculares ventrales (Vv) y dorsales
(Vd, Vn) del telencéfalo ventral. La distribucion de la inmunorreactividad
ala CBy CR en las diferentes areas telencefalicas sera analizada a la luz
de los datos citoarquitectonicos provenientes de tinciones de Nissl y de
acetilcolinesterasa en la misma especie.

Trabajo financiado por el MCYT (BXX2000-0453-C02-01 y -02).
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ESTUDIO DEL EPITELIO EPENDIMARIO HUMANO

Y SUSALTERACIONESEN CASOSDE HIDROCEFALIA
Dominguez MD ?, Paez P?, Rodriguez-Pérez LM & ToméM ?,
Weil B®, Jiménez A2 Arrdez MA ¢, Pérez-Figares IM 2
2Departamento de Biologia Celular, Facultad de Ciencias, Universidad de
Malaga. ° Servicio de Anatomia Patol dgica, Hospital Carlos Haya, Méalaga.
¢Servicio de Neurocirugia, Hospital Carlos Haya, Malaga

Las células ependimarias recubren las cavidades ventriculares del SNC,
constituyendo la barrera cerebro-liquido cefaloraquideo. Estas células
carecende capacidad regenerativay su dailo, sea experimental o patologico,
desencadenaun proceso dereaccionastroglial que culmina con la formacion
de una nueva barrera que tapiza la superficie ventricular daiada. En el
presente trabajo se ha estudiado el epitelio ependimario de 9 casos
diagnosticados de hidrocefalia de tipo comunicante y distinta etiologia. E1
rango de edades estaba comprendido entre las 16 semanas prenatales y los
3 meses posnatales. [gualmente se han estudiado 12 controles en el mismo
rango de edad. Las superficies ventriculares estudiadas corresponden a:
ventriculo lateral, tercer y cuarto ventriculo y canal central de la médula
espinal. Se han utilizado técnicas inmunocitoquimicas para distintos
marcadores celulares, glucocalix y filamentos intermedios, asi como luxol
fast blue como marcador de mielina. En los nueve casos de hidrocefalia
investigadosy, a pesar de su diferente etiologia, el hecho comun observado
ha sido la presencia de amplias zonas de superficie ventricular carentes de
epéndimo y, posiblemente relacionadas con ellas, otras alteraciones, tales
como aumento de macrofagos, edema periventricular, gliosis astrocitaria,
alteraciones de la mielina e infiltrados linfocitarios.

Financiacion: FIS- 01-0948; Red Cien, Instituto de Salud Carlos III;
Servicio Andaluz de Salud.
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DESARROLLO POSNATAL DE LOSCIRCUITOS
RICOSEN ZINC DE LA CORTEZA CEREBRAL:
ORGANIZACION LAMINAR Y EN COLUMNAS
Mir6-Bernié N, Pérez-Clausell J

Departament de Biologia Cel.lular, Universitat de Barcelona

Existe un subgrupo de neuronas glutamatérgicas en cuyos terminales
encontramos zinc asociado a las vesiculas sinapticas. Estos botones ricos
en zinc (ZN+) son abundantes en la corteza cerebral, donde presentan una
distribucion horizontal y vertical muy caracteristica (en laminas y columnas).
Los botones ZN+ aparecen en el periodo posnatal. Nuestro estudio analiza
laaparicion de esta organizacion horizontal y vertical durante el desarrollo.
Se utilizaron ratas con edades comprendidas entre PO y P21. Se les inyectd
selenito sodico (15 mg/kg intraperitoneal) y se sacrificaron al cabo de 1
hora. El selenito precipita con el zinc de los botones y se pone de manifiesto
mediante el revelado (amplificacion con plata) de los cortes histologicos.
Los resultados mostraron que la aparicion de terminales ZN+ seguia un
gradiente de desarrollo desde dentro hacia afuera (de la sustancia blanca a
la superficie pial) durante las 2 primeras semanas posnatales. Cabe destacar
un marcado transitorio intenso de la capa IV de los postnatales, la cual
presenta, en adultos, una gran escasez de botones ZN+. Asi mismo, en
cortes tangenciales de la corteza, se observo la distribucion en mosaico de
los botones ZN+ en la corteza somatosensorial (barrels) visual y auditiva.
El mosaico definidos por los botones ZN+ probablemente refleja la
organizacion columnar de la corteza. La distribucion de los botones
ZN+ puede verse afectada por la actividad neuronal, especialmente
durante periodos criticos del desarrollo (Land PW, Shamalla-Hannah
L, 2002), por lo que el mosaico de botones ZN+ aqui descrito puede ser
determinante en la construccioén de la organizacion cortical tanto en
estados normales como en ausencia de estimulos sensoriales.
Financiado por FIS 01/0096-02.
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DISTRIBUCION DE LASAFERENCIASPROSENCEFALICAS
EN EL TECHO OPTICO DE LARVASPREMETAMORFICAS
DE PETROMYZON MARINUS

De ArribaMC, Rodriguez-Alonso M, Pombal MA
Area de Biologia Celular, Dpto. Biologia Funcional y Ciencias de la Salud,
Facultad de Ciencias, Universidad de Vigo

En el techo optico (TO) se produce la integracion de distintos tipos de
informacién sensorial. Sin embargo, la distribucion de las aferencias
tectales no es homogénea a lo largo de toda su extension. En este trabajo
hemos realizado inyecciones unilaterales con BDA en tres niveles
diferentes del TO (rostral, medial y caudal).

Losresultados demuestran que las poblaciones prosencefalicas que proyectan
al TOlohacen bilateralmente, siendo mayor el nimero de células ipsilaterales.
Las proyecciones desde el palio y la pineal no alcanzan el TO caudal. Lo
mismo sucede para algunos niicleos talamicos (Bellonci y geniculado
ventral), aunque se marcan algunas neuronas periventriculares dorsalmente
en el talamo dorsal desde el TO caudal. Las células pretectales son muy
numerosas tanto ipsi como contralateralmente. Los nticleos magnocelular
y parvocelular de la comisura posterior se marcan desde el TO rostral y
medial. Ademas, algunas células magnocelulares alcanzan el TO caudal.
La mayoria de las aferencias tectales con origen en la placa basal
prosencefalica terminan en la region rostral o medial del TO, excepto unas
pocas células del tubérculo posterior que proyectan al TO caudal.

Estos resultados demuestran que las proyecciones prosencefalicas al TO
alcanzan distintos niveles rostrocaudales pudiendo, por tanto, participar
en la activacion de diferentes tipos de neuronas eferentes tectales.
Financiacion: CICYT (PM99-0072), Xunta de Galicia (PGIDT00
PXI30112PR) y Universidad de Vigo.
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LOCALIZACION INMUNOHISTOQUIMICA
DEL NEUROPEPTIDO FF EN EL SNC DE LA LAMPREA

Pombal MA 2 Morona R°®, Rodriguez-Alonso M 2, L6pez M °,
De ArribaMC? Moreno N °, Alvarez-Otero R? Gonzdlez A°®
2 Area Biologia Celular, Dpto. Biologia Funcional y Ciencias de la Salud,
Univ. de Vigo. ? Dpto. Biologia Celular, Univ. Complutense de Madrid

Elneuropéptido FF (NPFF) es un octapéptido perteneciente a la familia
de los péptidos relacionados con las RFamidas. Su distribucion ha sido
estudiada en varias especies de mamiferos y de anfibios. En este trabajo
estudiamos su distribucion en el SNC de la lamprea de mar adulta.
La mayor parte de las células inmunorreactivas se localizan en el
prosencéfalo secundario y en laregion istmica. Las poblaciones positivas
en el prosencéfalo secundario se localizan mayoritariamente en el
hipotalamo. En el diencéfalo solamente aparecen algunas células positivas
en la pineal y en el mesencéfalo una poblacion a nivel tegmental. En la
region istmica hay dos poblaciones, una dorsal formada por una banda de
c¢lulas colocada horizontalmente, y otra ventral en la formacion reticular.
Mas caudalmente hay células marcadas en el ntcleo sensitivo del nervio
trigéminoy en el micleo del tracto solitario. Las fibras son muy abundantes
en la placa basal, sobre todo en el septo, estriado, hipotalamo y regiones
tegmentales mas caudales. En la médula espinal son mas abundantes
lateralmente a las columnas dorsales.

Estos resultados demuestran la existencia de un patron de
inmunorreactividad que coincide s6lo parcialmente con los previamente
publicados para otros péptidos de la familia de las RFamidas, lo cual
sugiere la presencia de NPFF en el SNC de lampreas.

Financiacion: CICYT (PM99-0072), Xunta de Galicia (PGIDT00
PXI30112PR)y Universidad de Vigo (MAP), y DGICYT (BOS2000-
0559) (AG).
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ESTUDIO COMPARADO DE LA DISTRIBUCION

DE LASTRES SUBUNIDADES DE NEUROFILAMENTOS
EN LASCELULAS GANGLIONARESDE LA RETINA
HUMANA'Y PORCINA

Ruiz-Ederra J% GarciaM ? Hernandez M #, Urcola J?,
Hernéndez-Barbéchano E? Araiz J°, Durén J°, Vecino E?
2Departamento de Biologia Celular e Histologia. * Departamento de Oftalmol ogia,
Universidad del PaisVasco

Losneurofilamentos (NFs) son el componente principal del citoesqueleto
de las células ganglionares de la retina (CGR). El citoesqueleto se ve
afectado en enfermedades neurodegenerativas como el glaucoma. La
retina del cerdo presenta caracteristicas similares a la humana y la
ventaja de poder identificar todas las CGR mediante el trazado retrogrado
con fluorogold. Porello, en el presente trabajo analizamos la distribucion
de las subunidades de bajo, medio y alto peso molecular de los
neurofilamentos (NF-L, NF-M y NF-H) en las CGR humana y porcina.
Se examinaron retinas tefiidas con anticuerpos contra las tres
subunidades. Ademas se utilizaron anticuerpos que reconocen tanto la
subunidad NF-H fosforilada (NF-Hp), como anticuerpos contra NF-H
fosforilados y no fosforilados (NF-H). Se observo que las subunidades
NF-M y NF-H se distribuyen de forma homogénea por todas las CGR,
tanto en el soma como en el axon y en las dendritas. La subunidad NF-
L se encuentra en axon y en dendritas, pero en el soma su localizacion
es ligeramente mas perinuclear que NF-M y NF-H. La distribucion de
la subunidad NF-Hp varia con la zona de la retina estudiada. Asi, esta
presente en axones y dendritas de todas las CGR pero ademas se expresa
en el soma de algunas RGCs de la periferia. La distribucion de las
distintas subunidades de los neurofilamentos es muy similar en las CGR
humana y porcina.

Financiacion: Comunidad Europea (ProAgeRet QLK 6-2000-00569) y
Universidad del Pais Vasco (1/UPV00075.327-E14887/2002).
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EFECTO DE LA PILOCARPINA SOBRE LASNEURONAS
GRANULARESEN EL HIPOCAMPO DE RATON:
¢(NEUROGENESISREACTIVA?

Marqués-Mari Al, Blasco-lbafiez IM, Crespo C, Gracia-Llanes FJ,
Martinez-Guijarro FJ
Departamento de Biologia Celular, Universidad de Valencia

En el hipocampo de raton, la pilocarpina (PC) induce un estado epiléptico
que provoca la pérdida de células musgosas en el hilus del giro dentado
y un aumento de células granulares positivas para calretinina (CR).

En raton la CR es un marcador de células granulares inmaduras, por lo
cual, el gran incremento en niimero de éstas tras la lesion lleva a pensar
en un aumento de la proliferacion. Sin embargo, su aparicion es
demasiado rapida como para que sea debida auna neurogénesis reactiva,
ya que en animales control las neuronas granulares no son CR hasta 5
dias después de su generacion. Este hecho, por tanto, plantea la duda de
si se trata realmente de neurogénesis reactiva, o mas bien de una
reexpresion de marcadores propios de granulares inmaduras por parte
de neuronas ya existentes con anterioridad a la lesion.

Para establecer el momento de la génesis de estas granulares CR, hemos
inyectado un marcador de proliferacion celular (BrdU) con anterioridad
a la induccion de lesion con PC.

Los resultados obtenidos nos llevan a la conclusiéon de que estas
neuronas granulares se generaron poco antes de la lesion. Es muy
posible que los cambios ocurridos en la circuiteria del hipocampo
afecten alaexpresion de CRy al proceso normal de maduracion de estas
neuronas granulares relativamente jovenes.
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CONEXIONESENTRE EL NUCLEO VENTRAL DEL CUERPO
TRAPEZOIDE Y LASNEURONASDE LA RAiZ COCLEAR:
POSIBLE IMPLICACION EN LA INHIBICION POR ESTIMULO
PREVIO DEL REFLEJO AUDITIVO DE SOBRESALTO

Nieto RG, Lépez DE
Laboratorio de Neurobiologia de la Audicion, Ingtituto de Neurociencias
de Cadtillay Ledn, Universidad de Salamanca

Un estimulo actstico inesperado o de gran intensidad produce en los
mamiferos una serie de reacciones de alarma que se engloban en el
llamado reflejo auditivo de sobresalto (RAS). El RAS incluye una
respuesta motora refleja y una gran variedad de manifestaciones del
sistema nervioso auténomo.

El circuito principal del reflejo auditivo de sobresalto esta formado por
las neuronas de la raiz coclear (NsRC), el nticleo reticular pontino
caudal (NRPC) y las motoneuronas correspondientes.

La inhibicién por estimulo previo (IEP) es un descenso de la amplitud
de respuesta del RAS provocado por un estimulo acustico no
desencadenante del reflejo. Logicamente, alguno de los nuicleos auditivos
debe sinaptar sobre las NsCR o el NRPC modulando el circuito del
RAS. Aunque muchos autores consideran al NRPC como el nucleo
sobre el que se realiza esa modulacion, trabajos previos en nuestro
laboratorio apuntan a las NsCR como responsables de la IEP.
Inyectando un trazador retrogrado en laraiz coclear encontramos somas
marcados en el ntcleo ventral del cuerpo trapezoide (NVCT).

Para confirmar la conexion de este nucleo con las NsCR, depositamos un
trazador anterdgrado, dextrano biotinado, en el NVCT. Tras 10 dias de
supervivencia, perfundimos al animal, seccionamos el cerebro coronalmente
y procesamos las secciones por el método ABC estandar para visualizar el
trazador. Losresultados obtenidos corroboran la existencia de una proyeccion
bilateral del NVCT sobre las neuronas de la raiz coclear. Esta conexion
podria ser un elemento importante del substrato anatdmico responsable de
la inhibicion por estimulo previo del reflejo auditivo de sobresalto.
Financiado por los proyectos FIS P1021697, JCyL/FSE: SA 084/01 y
BFI 2000-1396.
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ESTUDIO MULTITECNICO DE LOSTIPOSNEURONALES
DE LA COLUMNA COMISURAL TECTAL

Aparicio MA, VifiuelaA, MamiercaM S, Saldafia E

Laboratorio de Neurobiologia dela Audicion, Instituto de Neurociencias

de Cadtillay Ledn (INCyL), Universidad de Salamanca

La columna comisural tectal (CCT) es un nticleo largo y delgado que
recorre longitudinalmente el techo mesencefalico, desde el extremo
caudal de la comisura del coliculo inferior, hasta el extremo rostral de
la comisura del coliculo superior. Hemos aplicado diversos métodos
neuromorfologicos para caracterizar sus tipos neuronales.

Con los métodos de Nissl y Golgi se reconocen dos tipos diferentes que
se entremezclan por el ntcleo. Las neuronas de tipo I posee soma
redondeado y mediano o pequefio; sus escasas dendritas son lisas y poco
ramificadas. Las neuronas de tipo II, menos abundantes, son algo
mayores, de soma poligonal y con arboles dendriticos mas complejos.
En los dos tipos el axon suele nacer de una dendrita primaria.

Las reconstrucciones tridimensionales con el programa Neurolucida
revelan que la mayoria de los arboles dendriticos son aplanados y se
disponen en un plano aproximadamente coronal. Su forma suele estar
condicionada por las relaciones con los fasciculos de fibras de las
comisuras intercoliculares.

Ninguno de los dos tipos neuronales se marca con técnicas histoquimicas
(acetilcolinesterasa, NADPH-diaforasa) o inmunocitoquimicas
(parvalbumina, calbindina, calretinina) comunes. Sin embargo,
aproximadamente el 65% de las neuronas de la CCT se marcan
retrogradamente al inyectar FluoroGold en el complejo olivar superior
ipsolateral, y estas neuronas tectoolivares pertenecen a ambos tipos
neuronales.

Financiacion: MCyT (BFI 2000-1358), JCyL (SA 079/01).
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NEURONAS GABERGICASDE LA COLUMNA
COMISURAL TECTAL DE LA RATA

Vifiuela A 2 Berrebi ASP, Saldafia E?

2Laboratorio de Neurobiologia de la Audicion, Instituto de Neurociencias
de Castillay Ledn (INCyL), Universidad de Salamanca. ? Departamentos
de Otolaringologia y Anatomia, Facultad de Medicina, Universidad de
West Virginia. Morgantown, USA

Hemos analizado con ratas albinas la distribucion de las neuronas
inhibidoras de la columna comisural tectal (CCT), un nucleo
mesencefalico de gran tamafio descubierto recientemente. Para ello,
detectamos los neurotransmisores GABA y glicina (Gly) mediante
inmunocitoquimica en secciones semifinas adyacentes. También
detectamos la enzima descarboxilasa del acido glutamico (GAD), que
sintetizael GABA, coninmunocitoquimica en secciones gruesas flotantes
usando sendos antisueros contra sus isoformas de 65 kDa y de 67 kDa,
0 un tercer antisuero que reconoce ambas isoformas.

Apenas hallamos somas inmunorreactivos (IR) para Gly (IR-Gly), y los
botones IR-Gly fueron también muy escasos. Si encontramos muchas
neuronas IR-GABA vy, con todos los antisueros ensayados, los somas
IR-GAD representaron mas del 50% de todas las neuronas de la TCC.
Estas neuronas gabérgicas no muestran ninguna distribucion preferente
dentro del ntcleo. Los botones IR-GABA abundan por toda la CCT y
muchos rodean a somas inmunopositivos o inmunonegativos.

Como en la CCT predominan las neuronas de proyeccion, estos datos
sugieren que este nucleo participa en la modulacion precisa de los
ntcleos inervados por él, y que puede intervenir, por tanto, en la
modulacion de algiintipo de integracion multisensorial o sensoriomotora.
Financiado por: MCyT (BFI 2000-1358), JCyL (SA 079/01) y BEFI
00/9418.
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LOSESTIMULOSAUDITIVOSY VISUALES
INDUCEN EXPRESION DE C-FOSEN LA COLUMNA
COMISURAL TECTAL DE LA RATA

Castellano O, Vifiuea A, MamiercaM S, Saldafia E
Laboratorio de Neurobiologia de la Audicién, Instituto de Neurociencias
de Castillay Ledn (INCyL), Universidad de Salamanca

Para ampliar la caracterizacion morfofuncional de la columna comisural
tectal (CCT) de la rata, hemos analizado la expresion del gen c-fos en
respuesta a estimulos auditivos o visuales. Hemos usado métodos
inmunocitoquimicos para detectar la proteina Fos y métodos estereologicos
para calcular el nimero de neuronas inmunorreactivas (IR-Fos).
Varias ratas (grupo 1) fueron sacrificadas tras 72 h en silencio y en la
oscuridad y sirvieron como control de la expresion basal de la proteina
Fos. Tras un aislamiento similar, otras ratas (grupo 2) fueron expuestas
a estimulacion con ruido blanco (1-20 kHz, 60-80 dB) durante 2 h en
la oscuridad, mientras que otras (grupo 3) fueron expuestas a destellos
de luz blanca (frecuencia >1 Hz) durante 2 h en silencio.

En todos los animals hallamos neuronas IR-Fos repartidas por la CCT.
En los animales de control (grupo 1), mas del 10% de las neuronas
fueron IR-Fos. En los animales estimulados acusticamente (grupo 2) o
visualmente (grupo 3) el porcentaje de neuronas IR-Fos fue de mas del
55% y mas del 40%, respectivamente.

El notable incremento en el niumero de neuronas IR-Fos en los
animales estimulados actsticamente sugiere que la CCT participa en
algun aspecto del procesamiento auditivo atin no identificado. Ademas,
la activacion de neuronas de la CCT por estimulos visuales sugiere
que este nucleo interviene en fendmenos de integracion multisensorial
0 sensoriomotora.

Subvencionado por: MCyT (BFI 2000-1358) y JCyL (SA 079/01 y
SA034/01).

P 237

CITOARQUITECTURA DE LOSNUCLEOSCOCLEARES
DEL PRIMATE MACACA FASCICULARIS

Saldafia E? Cervera-Paz F°, Manrique M °

#Laboratorio de Neurobiologia de la Audicion, Instituto de Neurociencias
de Castilla'y Ledn (INCyL), Universidad de Salamanca. ® Dpto. de
Otorrinolaringologia, Facultad de Medicina, Universidad de Navarra

En las personas totalmente sordas por el dafio de ambos nervios
cocleares, la tinica esperanza de recuperar parte de la funcion auditiva
son los implantes auditivos troncoencefalicos (IATE), con los que se
estimulan directamente los niicleos cocleares (NCo). Antes de utilizar
el mono Macaca fascicularis como un modelo experimental para el
ensayo de IATE, hemos realizado un estudio anatomico ¢ histologico
sistematico de sus NCo. Con métodos estereoldgicos hemos calculado
el volumen y nimero de neuronas de estos niicleos, y hemos caracterizado
lamorfologiay distribucion de sus neuronas con métodos histoquimicos
clasicos (Nissl y acetilcolinesterasa) y con antisueros contra calbindina,
parvalbiimina, calretinina y neurofilamentos (SMI132).

La organizacion general de los NCo del M. fascicularis es similar a la
de otros primates y, por extension, a la de otros mamiferos. Sus
principales tipos neuronales magnocelulares se parecen, por su forma
y distribucion, a los descritos en otras especies. Como observaciones
significativas, pueden mencionarse la existencia de una capa superficial
de granos gruesa y bien delimitada, no comln en otros primates
evolucionados, la presencia de neuronas unipolares en pincel, y la
abundancia de neuronas de Purkinje ectopicas.

Estos datos serviran de base para analizar los efectos en la organizacion
de los NCo causados por la seccion quirargica del nervio coclear.
Financiacion: MCyT (BFI 2000-1358), JCyL (SA 079/01).
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VIASDE MUERTE APOPTOTICA EN CELULAS
GRANULARESDE CEREBELO DE RATA

Verdaguer E2, Jorda EG?, Sureda FX ®, Jiménez A 2 Rimbau V &,
Canudas AM 2, Camins A ?

2Unitat de Farmacologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona.
®Unitat de Farmacologia, Facultat de Medicinai Ciéncies dela Salut,
Universitat Rovirai Virgili

La muerte neuronal por apoptosis se ha descrito en muchas enfermedades
neurodegenerativas. Se ha realizado un estudio de las distintas sefiales
apoptéticas inducidas al tratar las células granulares de cerebelo (CGC)
con colchicina, acido kainico (KA) o deprivacion de suero y potasio (DV).
En los tres modelos se observa la expresion de sefiales proapototicas
como el Par-4 y liberaciéon mitocondrial de citocromo C. Con KAy DV
observamos la expresion de proteinas del ciclo celular, ciclinas, ciclinas
dependientes de cinasas (CDK) entre ellas CDK2, CDK4. En estos dos
modelos se ha demostrado la entrada en fase S del ciclo celular por
incorporacion de bromodeoxiuridina y la expresion del factor de
transcripcion E2F-1 que es liberado de la proteina del riboblastoma y
que en células quiescentes es capaz de inducir apoptosis. Por otra parte
la muerte apoptética inducida por colchicina no parece relacionada con
la entrada en ciclo celular. La CDKS5 es una CDK no implicada en ciclo
celular, su desregulacion contribuye en la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas, ya que uno de sus primeros substratos identificados
es la proteina tau. En CGC tratadas con colchicina 1 uM durante 24 h
demostramos un aumento en la expresion de CDKS.

El estudio comparativo de estos tres modelos nos muestra que la muerte
apoptotica en CGC se puede producir por diferentes vias, ya sea por una
sobreexpresion de CDKS y la consiguiente alteracion del citoesqueleto
celular, como sucede tras la adicion de colchicina, o bien la entrada en
ciclo celular, caso de someter las células a DV o a un tratamiento con
KA. En ambos casos se observa, la implicacion de las cinasas
dependientes de ciclina en los diversos modelos.

Trabajo finaciado por SAF 2002-079, FISS G03/137 y FISS G03/167.
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LOCALIZACION DEL PBR EN CELULAS
GRANULARESDE CEREBELO DE RATA

Jorda EG, Verdaguer E, Jiménez A, Morano A, Canudas AM,
Camins A, Pallas M
Unitat de Farmacologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona

Elreceptor benzodiacepinico periférico (PBR) se encuentraen lamembrana
mitocondrial y esta colocalizado con el poro de transicion mitocondrial.
Una de las principales funciones biologicas del PBR es la regulacion de la
apoptosis. En este trabajo hemos estudiado la implicacion de ligandos
especificos del PBR, Ro5-4864 (Ro) y PK11195 (PK), sobre la apoptosis
inducida por colchicina (CX) en células granulares de cerebelo de rata, y
la localizacion de este receptor en las mitocondrias neuronales. La
viabilidad celular fue evaluada por la técnica de MTT, y observamos
como laneurotoxicidad inducida por CX 1 pM aumentaba de forma dosis
dependiente y significativa al cotratar las células durante 24 h con Ro (25
y 50 uM) y PK (25 y 50 uM). En cambio, cuando los cultivos celulares
fueron pretratados 24 h antes con z.VAD.fmk (100 uM), inhibidor de
caspasas, revertia totalmente los efectos neurotoxicos inducidos en este
modelo. Las técnicas de citometria de flujo y microscopia de fluorescencia
nos mostraron como los ligandos del PBR potenciaban la apoptosis
inducida por CX. Hemos descrito la activacion de la caspasa-3 por CX.
Elcotratamiento conlos ligandos especificos del PBR, también produjeron
una potenciacion de la actividad de esta proteasa. Estos resultados nos
llevaron a pensar en la existencia del PBR en neuronas, ya que hasta el
momento se creia localizado unicamente en microglia. Mediante técnicas
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inmunocitoquimicas y de union con ligandos fluorescentes demostramos
la localizacion del PBR en las mitocondrias de células granulares.
Trabajo financiado por SAF 2002-079, FISS G03/137 Y FISS G03/167.
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ACCION NEUROPROTECTORA DEL LITIO
EN LA APOPTOSISINDUCIDA POR COLCHICINA
EN CELULASGRANULARES DE CEREBELO DE RATA

Morano A, Jorda EG, Verdaguer E, Jiménez A, Canudas AM,
Pallas M, Camins A
Unitat de Farmacologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona

Algunas enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por alteraciones
neuronales del citoesqueleto. En este trabajo hemos utilizado la colchicina
como modelo para provocar la alteracion del citoesqueleto en cultivos de
células granulares de cerebelo (CGC) de rata. El litio es uno de los
farmacos mas usados en el tratamiento y profilaxis de los trastornos
bipolares. Enel presente estudio hemos valorado los efectos neuroprotectores
de este farmaco en el modelo de apoptosis inducida por colchicina.

Se han evaluado los efectos de la adicion de litio (1-5 mM) a los cultivos
de CGC 24 h antes de ser tratadas con colchicina (1 uM) durante 24 h. La
accion neuroprotectora del litio resulto ser dosisdependiente valorandose
por MTT. Asimismo, los estudios por citometria de flujo demostraron una
reduccion significativa del nimero de células apoptoticas en los cultivos
tratados conlitio. Ellitio también redujo de forma significativa el porcentaje
de nucleos apoptdticos evaluados por microscopia de fluorescencia. Al
pretratar con Li 5 mM se observé unareduccion significativade laactividad
caspasa-3 inducida por colchicina 1 pM. Se valor6 por Western blot la
expresion de la CDKS5 inducida por colchicina, ya que la CDKS es una
ciclin cinasa que fosforila el citoesqueleto. La inhibicion en la expresion de
la CDKS5 observada en presencia de litio, permite hipotetizar que uno de los
mecanismos de proteccion del litio es a través de la CDKS.

Trabajo financiado por SAF 2002-079, FISS G03/167 y FISS G03/137.
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EFECTOSPROTECTORESDE 1400W,

INHIBIDOR DE NOSINDUCIBLE, EN RATAS
SOMETIDASA ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL

Salom JB 2, Lizasoain | ¢, Castillo J%, Davalos A ©,
Pérez-Asensio FJ? Hurtado O°¢, Burguete MC?,

Torregrosa G*°, Moro MA ¢, Alborch E&°

2Centro de Investigacion, Hospital La Fe, Valencia. ® Departamento de
Fisiologia, Universidad de Valencia. ° Departamento de Farmacologia,
Universidad Complutense de Madrid. ¢ Servicio de Neurologia, Hospital
Clinico Universitario. Santiago de Compostela. ¢ Servicio de Neurologia,
Hospital Universitario Dr. Trueta. Girona

La expresion de NO sintetasa inducible (iNOS) y la consiguiente
sobreproduccion de NO se considera un factor agravante de la isquemia
cerebral y, porlo tanto, su inhibicion selectiva podria resultar beneficiosa.
Utilizando dos modelos de isquemia cerebral focal (transitoria y
permanente), se han analizado los efectos de 1400W, inhibidor selectivo
de iNOS, sobre los siguientes pardmetros: L-Arg sérica, volumen de
infarto (medido con TTC), pérdida de peso corporal y deterioro
neurologico-funcional.

La isquemia permanente provoco reduccion en la concentracion sérica
de L-Arg, maxima a las 6 h, se mantuvo a las 24 h y revirtio a las 48 h.
Tras 72 h de isquemia, el volumen de infarto fue de 128 + 9 mm® (20 +
1% del hemisferio).

Laisquemia transitoria (90 min) produjo a las 72 h un volumen de infarto
de 197 + 33 mm’® (29 + 5% del hemisferio), pérdida de peso hasta el 81
+ 2% del basal y deterioro funcional (3,4 + 0,5 puntos, escala 0-9).

El tratamiento con 1400W (2,5 mg/kg/h, SC en isquemia permanente e
IP en transitoria) resulté en una menor reduccion de L-Arg sérica
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(p<0,05), menor volumen de infarto (46% del control en isquemia
permanente, p<0,05,y 59% en transitoria, p=0,059), y mejor valoracion
funcional (2,0 + 0,4, p<0,05).

Los resultados indican que la activacion de iNOS tras isquemia cerebral
se refleja en la reduccion sérica de sustrato L-Arg. La inhibicion
selectiva de iNOS resulta beneficiosa en términos de actividad iNOS,
tamafio de infarto y resultado funcional.

P 242

PARTICIPACION DE RECEPTORES SEROTONINERGICOS
EN LA MODULACION DEL SISTEMA DOPAMINERGICO
MESOCORTICAL. EFECTO DE FARMACOS
ANTIPSICOTICOSATIPICOS

ScorzaMC, Diaz-Mataix L, Bortolozzi A, Celada P, Artigas F
Departament de Neuroguimica, Ingtitut d’ Investigacions Biomediques
de Barcelona, CSC, IDIBAPS. Barcelona

Lasneuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral (ATV) proyectan
hacia la corteza prefrontal (CPF) (via mesocortical). A su vez, las
neuronas piramidales de la CPF medial (CPFm) proyectan haciala ATV.
En el presente trabajo hemos estudiado la modulacion de la via
dopaminérgica mesocortical por receptores 5-HT2A de CPFm, presentes
en neuronas piramidales, ya que su bloqueo contribuiria a la actividad
clinica de los antipsicoticos atipicos. La aplicacion local del agonista 5-
HT2A/2C DOI aument¢ la liberacion in vivo de dopamina (DA) en CPFm
(efectosensiblea TTX)yen ATV. Asimismo, laadministracion sistémica
de DOl aumento laliberaciéon de DA en CPFmyen ATV, acompafiandose
de un aumento significativo del porcentaje de descarga en rafagas de las
neuronas dopaminérgicas de ATV. El efecto del DOI sobre la liberacion
de DA esta mediado por receptores 5-HT2A y 5-HT2C ya que se revirtio
con antagonistas selectivos (M100907 y SB242084, respectivamente).
Asimismo, el agonista 5-HT2C Ro 60-0175 aument6 la liberacion de DA.
El agonista 5-HT1A, BAY x 3702, revirtio el efecto de DOI, mostrando
que dichos receptores modulan la liberacion de DA en CPFm de forma
opuestaalos 5-HT2A. Por otra parte, los antipsicoticos atipicos, olanzapina
y clozapina revirtieron el aumento de DA inducido por la aplicacion local
de DOI en CPFm. Estos resultados sugieren que existe un importante
control serotoninérgico sobre la via mesocortical dopaminérgica.
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AUTOESTIMULACION DE LA CORTEZA PREFRONTAL:
UN MODEL O CONDUCTUAL PARA DISCRIMINAR LA
ATIPICIDAD DE LOSNUEVOSFARMACOSANTIPSICOTICOS

Montes R, Chaatouf EH, Ferrer MR
Instituto de Neurocienciasy Departamento de Fisiologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Granada

El haloperidol, prototipo de antipsicético tipico (AT), produce severos
efectos extrapiramidales, mientras la clozapina, prototipo de antipsicético
atipico (AA), no los produce. Los nuevos antipsicoticos parcialmente
muestran la atipicidad de la clozapina. Aunque se desconoce la base
farmacologica de la atipicidad, para algunos autores se debe a la mayor
actividad antagonista sobre los receptores 5-HT2A en comparacion con
los D2y para otros a launién labil con los D2. Por otro lado, se ha descrito
quelos AT producen descensos intrasesion (DIS) en conductas operantes.
Se ha estudiado la produccion de DIS en la conducta de autoestimulacion
obtenida en la corteza prefrontal (CPF) de la rata de 2 AT (haloperidol,
pimozida) y 6 AA (clozapina, ziprasidona, olanzapina, setoperona,
sertindol, risperidona). Los resultados muestran que los AT inducen DIS,
mientras que los AA no los inducen (clozapina, ziprasidona), 1o hacen en
menor grado (setoperona, olanzapina, sertindol) o presentan efectos
similares a los AT (risperidona). Considerando la magnitud de los DIS,
los antipsicoticos muestran el siguiente orden de mayor a menor efecto:
pimozida, risperidona, haloperidol, sertindol, setoperona, olanzapina,
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ziprasidona, clozapina. Este orden se corresponde con el grado creciente
de labilidad en la unién de estos farmacos al receptor D2.

Proponemos la autoestimulacion de la CPF como un modelo conductual
paraevaluarel grado de atipicidad de los antipsicoticos de nueva generacion.
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EFECTO DEL BLOQUEO CONJUNTO

DE LOSRECEPTORESS5-HT3Y GABAx

EN LA LIBERACION DE ACETILCOLINA CORTICAL
EN RATAS CON UNA HIPOFUNCION COLINERGICA

Gil-Bea FJ, Dominguez J, Garcia-AllozaM, Marcos B, Lasheras B,
Ramirez MJ
Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad de Navarra

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto del bloqueo conjunto de
los receptores 5S-HT3 y GABA,, con ondansetrén y flumazenilo
respectivamente, sobre la liberacion de acetilolina (AC) en la corteza
frontal de ratas con una hipofuncion colinérgica. La lesion colinérgica
se realizo por inyeccion de la toxina selectiva 192 IgG-saporina en el
nucleo basal de Meynert, origen de la inervacion colinérgica cortical.
7 y 30 dias después de la lesion los marcadores colinérgicos
(acetilcolinesterasa y transportador de alta afinidad para colina)
mostraron una reduccion significativa en corteza. Tanto a los 7 como a
los 30 dias después de la lesion, la administracion sistémica conjunta
de ondansetrén, 0,1 ig/kg, y flumazenilo, 10 mg/kg, fue capaz de
aumentar significativamente la liberacion de AC in vivo, alcanzando
niveles similares a los conseguidos tras un estimulo despolarizante con
K+ 100 mM (aproximadamente +75% de los valores basales). El
tratamiento combinado también aument¢ el flujo de AC cortical in vitro
a los 30 dias de la lesion, sugieriendo la posible participacion de
mecanismos locales intracorticales en el efecto liberador. La lesion
colinérgica no influyé en la expresion de los receptores 5-HT3 y
GABA, corticales. Los resultados del presente trabajo sugieren la
potencialidad terapéutica del tratamiento combinado de ondansetrén
con flumazenilo en desordenes cognitivos asociados a una hipofuncion
colinérgica, tales como la enfermedad de Alzheimer.
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MODULACION DE LA LIBERACION IN VIVO

DE SEROTONINA EN LA CORTEZA PREFRONTAL

DE RATON POR RECEPTORES5-HT2A.

ACCION DE FARMACOSANTIPSICOTICOS

Adell A, Bortolozzi A, Amargés-Bosch M, Diaz-Mataix L, Pons S,
ArtigasF

Departamento de Neuroguimica, Instituto de I nvestigaciones

Biomédicas de Barcelona, CSIC (IDIBAPS). Barcelona

La corteza prefrontal medial (CPFm) de ratén contiene un gran niimero
de receptores 5-HT2A. La perfusion del agonista 5-HT2A/2C DOI
(100 uM) en la CPFm duplicé la liberacion de serotonina (5-HT). Este
efecto se revirtié mediante la coperfusion de tetrodotoxina, M100907
(antagonista 5-HT2A), prazosin (antagonista o;-adrenérgico), BAY x
3702 (agonista S-HT1A), NBQX (antagonista AMPA/KA) y 18S,3S-
ACPD (agonista mGIuR II/III), pero no por SB-242084 (antagonista 5-
HT2C)nipor MK-801 (antagonista NMDA). Asimismo, AMPA también
incremento la liberacién de 5-HT en la CPFm y dicho efecto también se
revirtio por BAY x 3702. La perfusion de antipsicoticos clasicos, como
clorpromacina y haloperidol, y atipicos, como clozapina y olanzapina
revirtié completamente el aumento de la liberacion de 5-HT producido
por DOI. Estos resultados sugieren que DOI aumenta la liberacion de
5-HT en la CPFm de ratén a través de la estimulacion de receptores 5-
HT2A mediante un mecanismo dependiente de impulso nervioso y que
requiere, a su vez, la activacion de receptores AMPA corticales. Este
efecto se revierte por ligandos de receptores presentes en la propia
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CPFm, posiblemente en las neuronas piramidales, que estan implicados
en el mecanismo de accion de farmacos antipsicoticos. En particular, el
antagonismo producido por antipsicoticos clasicos puede ser debido al
bloqueo de los receptores O -adrenérgicos, mientras que el debido a los
atipicos puede deberse, ademas, al bloqueo de los receptores 5-HT2A.
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AUTOESTIMULACION DE LA CORTEZA PREFRONTAL:
EFECTOSDIFERENCIALESDE ANTIPSICOTICOS
Y PSICOTICOMIMETICOS

Chaatouf EH, Montes R, Ferrer IMR
Instituto de Neurociencias y Departamento de Fisiologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Granada

Se ha descrito que los antagonistas no competitivos NMDA (MK-801,
fenciclidina) inducen cuadros psicoticos en humanos. Por su parte, los
antipsicoticos tipicos inhiben las conductas operantes. El presente
estudio investiga los efectos de laadministracion sistémica de haloperidol
y clozapina, prototipo de la accién antipsicOtica tipica y atipica,
respectivamente y de MK-801, un psicoticomimético, sobre la conducta
de autoestimulacion de la corteza prefrontal (CPF) de la rata. La
eleccion de este modelo radica en que la CPF es una estructura de accion
preferente de los antipsicoticos y estd implicada en la fisiopatologia de
la esquizofrenia.

Los resultados han mostrado que los antipsicéticos inhiben y el MK-801
facilita la autoestimulacion de la CPF y la actividad motora espontanea.
La administracion de haloperidol (0,1 mg/kg) y de clozapina (10 mg/
kg) antagonizoé los efectos facilitadores del MK-801 (0,1 mg/kg) en
ambas conductas.

El hallazgo de que haloperidol y clozapina producen efectos opuestos
al MK-801, refuerza la importancia de los estudios conductuales de
farmacos antipsicoticos y psicoticomiméticos. Por otro lado, la capacidad
del haloperidol y la clozapina para antagonizar los efectos del MK-801
sugiere que la autoestimulacion de la CPF representa un modelo
experimental valido en el estudio de la eficacia antipsicotica de estas
drogas, en especial las de nueva generacion.
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VULNERABILIDAD A LASESTEREOTIPIAS
EN RATASROMANAS-RHA: ESTUDIOS
CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS

Cariete A, Guitart M, Fernandez-Teruel A, Tobefia A,
Giménez-Llort L

Unidad de Psicologia Médica, Departamento de Psiquiatriay Medicina Legal,
Instituto de Neurociencias, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma

de Barcelona. Bellaterra, Barcelona

Las ratas romanas RHA/Verh y RLA/Verh son dos cepas seleccionadas
psicogenéticamente por su rapido (RHA/Verh) o pobre (RLA/Verh)
aprendizaje de la evitacion activa en dos sentidos. La cepa RHA muestra
mayor preferencia por la novedad y mayor conducta impulsiva-
estereotipada. Estudios sobre la funcionalidad dopaminérgica diferencial
entre ambas cepas sugieren que las ratas RHA podrian ser un buen
modelo animal de ciertos sintomas de las psicosis humanas. El presente
estudio pretende confirmar si las ratas RHA muestran diferencias,
respecto aratas RLA y Sprague-Dawley, en conductas dependientes del
sistema dopaminérgico (p. ej. hiperactividad, estereotipias) inducidas
por agonistas del mismo. Se determinaron las curvas de dosis-respuesta
para las conductas estereotipadas tras la administracion aguda de
apomorfina (APO, agonista directo, 0,067-3 mg/kg, SC) y anfetamina
(ANF, agonista indirecto, 0,5-2 mg/kg, SC). La respuesta a tales
agonistas muestra diferencias globalmente indicativas de que las ratas
RHA responden mas intensamente que las otras dos cepas. Asi, 1) la
actividad motora espontanea es mayor en lacepa RHA; 2)las estereotipias
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inducidas por APO muestran que las ratas RHA son mas sensibles que
las otras dos cepas; 3) las conductas estereotipicas inducidas por ANF
(2 mg/kg) son mas perdurables en la cepa RHA.

Financiado por Fundacié Marat6-TV3. Agradecemos laayuda de M.
Pérezy M. Rodriguez. M. Guitart es receptor de una beca predoctoral
de la DGR.
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MODULACION DE AGREGADOSDE FASEN LA ADICCION
A MORFINA Y TRASDEGLICOSILACION DEL RECEPTOR

Garcia-Fuster MJ, Mirales A, Garcia-SevillaJA
Laboratorio de Neurofarmacol ogia, Unidad Asociada del Instituto Cajal/CSIC,
Departamento de Biologia, Universidad de las Islas Baleares

El receptor proapoptotico Fas es una proteina de membrana cuya
activacion da lugar a la formacion de agregados. La adiccion a opiaceos
se ha asociado con incrementos en la densidad de Fas en cerebro de rata
(forma nativa de 35 kDay glicosiladas de 48 y 51 kDa). El propdsito de
este trabajo fue estudiar la modulacion de agregados de Fas en cerebros
de ratas dependientes de morfina y averiguar si la dimerizacion de Fas
serelaciona con el estado de glicosilacion del receptor. En homogenados
totales de corteza cerebral, los agregados de Fas (~203 kDa, ~120 kDa)
se detectaron mediante Western-blot con un anticuerpo especifico (anti-
Fas M-20) y se bloquearon con el péptido antigénico correspondiente.
El tratamiento cronico con morfina (10-100 mg/kg, 5 dias) no modifico
la densidad de los agregados de Fas, pero la abstinencia espontanea (48
h) redujo la densidad del complejo de 203 kDa Fas (14 £+ 3%, n=5,
p<0,05). La deglicosilacion de Fas (N-glicosidasa F, 15 unidades, 3 h
a 37 °C) increment6 marcadamente la expresion de los agregados de
120/203 kDa (300-600%, p<0,0001). Los resultados indican que,
contrariamente a lo observado para el Fas nativo y glicosilado, la
retirada de morfina (48 h) tras un tratamiento crénico (estado de
dependencia) reduce la densidad de los agregados de Fas de 203 kDa,
y que la densidad de los agregados esta regulada por el grado de
glicosilacion del receptor.

Financiado por MCT (BFI2000-0306). MJG-F es becaria predoctoral
del CSIC/Unidades Asociadas.
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ALTERACION DEL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE
TRASLA ADMINISTRACION AGUDA DE ETANOL

Serrano A 3, Ferrer B2, Del Arco | 2 Piomelli D ¢, Navarro M ®,
Rodriguez de Fonseca F?

#Fundacion Hospital Carlos Haya, Unidad de Investigacion. Malaga.

® Departamento de Psicobiologia, Facultad de Psicologia, Universidad
Complutense de Madrid. ¢ Departamento de Farmacologia. Universidad
de California. Irvine, USA.

El sistema cannabinoide endogeno esta constituido por dos tipos de
receptores, uno distribuido principalmente en el SNC, CB1 y otro
periférico, el CB2. Sobre estos receptores actiian un conjunto de
ligandos endogenos como neurotransmisores retrogrados, entre ellos
el mas estudiado es la anandamida. Se ha demostrado que el sistema
cannabinoide endégeno participa en las acciones neurofarmacologicas
de muchas drogas, como el etanol. Estudios recientes demuestran el
papel de este sistema en la administracion crénica de etanol y sin
embargo, no hay estudios que hayan investigado las acciones agudas
de este agente psicotropo. Considerando que es la principal droga de
abuso en el mundo occidental junto con la nicotina hemos estudiado,
los efectos de la administracion aguda de alcohol (4 g/kg) en la rata
Wistar sobre los niveles plasmaticos y cerebrales de anandamida,
asi como sobre la actividad de las enzimas de sintesis del precursor
(N-aciltransferasa) y degradaciéon (amidohidrolasa) de este
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endocannabinoide. La administracion aguda de etanol produjo
disminuciones significativas de anandamida en cerebelo, nucleo
accumbens e hipocampo, asi como en plasma. Estas acciones se
observaron a los 45 y 90 minutos postinyeccion, coincidiendo con los
maximos niveles de etanol en sangre. La disminucién de anandamida
no afect6 ni alaactividad in vivo ni ala in vitro de la N-aciltransferasa
ni de la amidohidrolasa, sugiriendo que el etanol actua sobre la
fosfolipasa-D especifica cuyaactividad se estimula por despolarizacion
o activacion de receptores de glutamico o dopamina. Dado que el
etanol es un potente inhibidor de la transmision glutamatérgica,
proponemos que la inhibicion aguda de la liberacion de anandamida
inducida por el alcohol puede venir mediada por este mecanismo.
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EFECTO AGUDO DE LOS CANNABINOIDES
SOBRE LA SINTESIS DE SEROTONINA
EN EL CEREBRO DE RATA IN VIVO

Moranta D, Esteban S, Garcia-Sevilla JA
Laboratorio de Neurofarmacologia, Unidad Asociada al Instituto Cajal/CSIC,
Universidad de las Islas Baleares. Palma de Mallorca

Algunos efectos de los cannabinoides estan mediados por la interaccion
con otros sistemas de neurotransmisores, tal podria ser el caso de la
serotonina (5-HT) en los procesos de aprendizaje y memoria (Egashira,
et al. Eur J Pharmacol 2002; 445: 221). El proposito del estudio fue
analizar el efecto agudo del principal constituyente psicoactivo del
cannabis, el A9-tetrahidrocannabinol (THC), y del agonista selectivo del
receptor cannabinoide, WIN55212-2 (WIN), sobre la sintesis de 5-HT en
el cerebro de rata in vivo. Para ello, se utilizé la acumulacion del 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) tras inhibicion de la descarboxilacion con
NSD 1015 (100 mg/kg, IP). Los niveles de 5-HTP, 5-HT y su metabolito
5-HIAA fueron cuantificados mediante HPLC con deteccion
electroquimica. Tanto el THC (5-20 mg/kg, IP) como el WIN (2-4 mg/
kg, IP) disminuyeron la acumulacion de 5-HTP significativamente
(ANOVA, p<0,05) en hipocampo (26-31%; 29%), corteza parietooccipital
(17-20%; 24%), cerebelo (38-49%; 19%) y en una seccion cerebral a
nivel del locus coeruleus (38-43%;29%), respectivamente. En la corteza
frontal solo el WIN redujo la acumulaciéon de 5-HTP (16%). No se
observaron cambios en el contenido total de 5-HT ni en los niveles de 5-
HIAA en ninguna region. Los resultados muestran un efecto inhibitorio
de los cannabinoides sobre la sintesis de 5-HT y sugieren la mediacion del
receptor cannabinoide cerebral (CB1) en este efecto.

Financiado por MCYT (BFI2000-0306). D.M. es becario FPI(MCYT).
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VARIACIONESEN LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE
SEROTONINA 2A (5HT2A), RECEPTOR DE DOPAMINA 3
(RD3), Y REELINA EN AREASNEOCORTICALES

DE RATASTRATADASCON OLANZAPINA

Rodriguez MA 2, Padin JF°, Dopeso-Reyes |G 2, Buceta M ®,
Dominguez E®, Loza M2 | ®, Caruncho HJ?

3Dpto. Bioloxia Celular e Ecologia. ® Dpto. de Farmacologia,

Universidad de Santiago de Compostela.

La esquizofrenia es una neuropatologia en la que se han descrito
alteraciones citoarquitéctonicas y neuroquimicas. Los farmacos
antipsicoticos actian sobre receptores acoplados a proteinas G. Con el
fin de evaluar los cambios neurohistoquimicos consecuencia del
tratamiento con antipsicOticos hemos analizado mediante inmuno-
histoquimica la expresion del receptor SHT2A,RD3, y reelina en la
corteza frontoparietal motora y frontoparietal somatosensorial de ratas
control y tratadas con dosis equipotentes de olanzapina (24 y48 hy 16
dias). En las ratas control, el receptor SHT2A se localiza en somas y
dendritas de neuronas piramidales de la capa V; tras 24 y 48 h de
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tratamiento el mayor grado de inmunoreactividad se observa en dendritas
de las capas I, Il y III; y tras 16 dias se concentra principalmente en
somas infragranulares. Estudios de union con radioligando han mostrado
que las ratas tratadas sufren una disminucion en la densidad de SHT2A.
Escasos somas y procesos RD3 inmunorreactivos se localizan en las
capas IV, V y VI de las ratas control; el tratamiento principalmente
induce un aumento de fibras inmunorreactivas en la capa IV. Tanto en
las ratas control como en las tratadas, la reclina se encuentra
principalmente en neuronas gabérgicas en todas las capas corticales y
una banda de inmunorreactividad difusa se localiza en el neuropilo de
la capa I, la cual incrementa su inmunorreactividad en las ratas
tratadas. Estos resultados indican que el tratamiento con olanzapina
induce cambios cuantitativos y cualitativos no solo en sus receptores
diana como 5HT2A, RD3 sino que también aumenta los niveles de
reelina, una proteina implicada en migracion y plasticidad neuronal,
cuya expresion disminuye en esquizofrenia.

Financiacion: XUGA, DGESIC y Fundacié Marato-TV3.
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MODULACION DE LA VIA ERK/MAP-CINASAS
POR MORFINA EN ESTRIADO DE RATA

Mirales A, Asensio VJ, Garcia-SevillaJA
Laboratorio de Neurofarmacol ogia, Unidad Asociada del Ingtituto Cajal/CIC,
Departamento de Biologia, Universidad delas|dlas Baleares. Palma de Mallorca

Estudios in vitro sugieren que la via de las MAP-cinasas participa en los
mecanismos de transduccion de sefial de los receptores opioides. El
proposito de este trabajo fue estudiar la modulacion de las proteinas
MEK1/2, ERK1/2 y sus formas fosforiladas (activadas) p-MEK1/2 y p-
ERK1/2,enelestriado deratas dependientes de morfina. Enhomogenados
totales de estriado, la inmunorreactividad de las proteinas se determind
mediante Western-blot con anticuerpos especificos. Las densidades se
expresan como porcentaje de control. La morfina aguda (100 mg/kg, IP,
2 h) tnicamente increment6 la densidad de p-MEK1/2 (166 £ 13%,
p<0,01). El tratamiento cronico con morfina (10-100 mg/kg, IP, 5 dias)
y la abstinencia expontanea (24 h) no modificaron la densidad de las
cinasas. Sin embargo, en ratas dependientes de morfina, la abstinencia
inducida por naloxona (2 mg/kg, IP, 2 h) y la sustitucion de la tltima
dosis de morfina por naloxona incrementaron la densidad de p-MEK1/2
(183 £ 15%, p<0,05; 233 + 29, p<0,001) y de p-ERK2 (137 £ 12%,
p<0,05; 149 + 14, p<0,01). Los resultados indican que los tratamientos
agudo y cronico con morfina aparentemente no modula de modo
efectivo las cinasas, pero la abstinencia inducida por naloxona (estado
de dependencia) puede relacionarse con la activacion de la via de las
MAP-cinasas, preferentemente dirigida a la activacion de ERK2.

Financiado por MCT (BF12000-0306). V.J.A. es becario FPU del MECD.
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FUSION DEL FRAGMENTO C DE LA TOXINA TETANICA
Y FACTORESNEUROTROFICOSEN EL TRATAMIENTO
DE LA ESCLEROSISLATERAL AMIOTROFICA

CirizaJ, MianaMena J, Martin-Burriel 1, Mufioz MJ, Moreno M,
Zaragoza P, OstaR

Laboratorio de Genética Bioguimica y Grupos Sanguineos, Departamento

de Anatomia, Embriologia y Genética Animal, Facultad de Veterinaria.
Zaragoza

El factor neurotrofico derivado de la célula glial (GDNF) ha demostrado
su eficacia mediante terapia génica en el tratamiento de la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA) en modelos murinos. Resultados similares han
sido encontrados para el factor neurotrofico BDNF. Queda por encontrar
una via segura que permita introducir estos factores en las células
nerviosas afectadas por la ELA de forma especifica (motoneuronas) y
prolongar los efectos de este tratamiento de forma continuada.
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Nuestro grupo de investigacion estd estudiando el fragmento C de la
toxina tetanica (TTC) como transportador de proteinas terapéuticas al
sistema nervioso central (SNC). Se ha realizado la fusion genética del
mismo a los fragmentos neurotroéficos (GDNF y BDNF) como estudio
previo a su aplicacion en terapia génica de ELA y de otras posibles
enfermedades neurodegenerativas de las neuronas motoras.

Se han obtenido las proteinas quiméricas en vectores de expresion
procariota paracomprobar la funcionalidad de las dos proteinas fusionadas
(factor neurotrofico-TTC). El vector de expresion procariota utilizado ha
sido pGex 4T-2, un vector de fusion a glutation-S- transferasa que facilita
la purificacion de las proteinas recombinantes. Para los estudios de
funcionalidad de las mismas se han utilizado lineas celulares y estudios
in vivo observando la respuesta que producian en estos sistemas.
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FRAGMENTO C DE LA TOXINA TETANICA
EN MODELOSANIMALESDE ESCLEROSIS
LATERAL AMIOTROFICA (SOD G93A)

Miana-MenaJ, CirizaJ, Mufioz MJ, Moreno M, Zaragoza P,
OgtaR, Méndez M

Laboratorio de Genética Bioguimica y Grupos Sanguineos, Departamento
de Anatomia, Embriologia y Genética Animal, Facultad de Veterinaria.
Zaragoza

Nuestro grupo de investigacion esta interesado en la utilizacion del
fragmento C de la toxina tetanica (TTC) como vector de terapia génica
en enfermedades neurodegenerativas de las motoneuronas.

En una fase previa hemos demostrado que la molécula de fusion B-
galactosidasa-TTC alcanza centros nerviosos superiores, manteniendo
laactividad enzimatica que va fusionada a él. Este hecho permite pensar
en la utilizacion del TTC como vehiculo de sustancias terapéuticas
hasta el sistema nervioso central (SNC). También hemos observado que
el tropismo por la placa motora y el transporte retroaxonal de dicha
molécula eran dependientes de la actividad neuronal, caracteristica
importante para su utilizacion en un posible tratamiento.

El ratéon transgénico G93A/SOD-1 es un modelo para la esclerosis
lateral amiotr6fica humana. Los sintomas clinicos se hacen visibles a
partir delos 90 diasy alos 120-150 dias existe una paralisis generalizada
que termina con la vida del animal por insuficiencia respiratoria.

En el presente trabajo hemos realizado la inyeccion de la molécula
hibrida B-galactosidasa-TTC en el musculo gastrocnemio de este
modelo animal, en distintos estadios de la enfermedad para conocer
hasta que momento la molécula es captada por las motoneuronas.
Hemos observado que en estadios terminales de la enfermedad,
cuando ya no existe actividad nerviosa, el tropismo del TTC por la
placa motora llega a desaparecer por completo asi como el transporte
hasta el SNC.
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DIFERENTE REGULACION DE LA ACTIVIDAD
ADENILILCICLASA POR EL RECEPTOR 5-HT1A
PRESINAPTICO EN RATA Y HUMANO

Valdizdn EM, Castro ME, Pazos A
Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Cantabria. Santander

Los receptores 5-HT1A pre y postsinapticos modifican la adenililciclasa
(AC) y canales de K+ a través de proteinas Go/i. La activacion de los
receptores 5-HT1A postsinapticos disminuye los niveles de AMPc en
rata y humano. El mecanismo de transduccion a nivel presinaptico puede
ser diferente en ambas especies. Hemos valorado la respuesta de la AC a
la activacion de los receptores 5-HT1A pre y postsinapticos con (£)8-
OH-DPAT en muestras procedentes de cerebro humano y de rata. La
actividad basal fue similar en todas las regiones de cerebro humano
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estudiadas (100 pM AMPc/min/mg proteina); por el contrario, en la rata,
laactividad basal fue mayoren el NDR (318 pM AMPc/min/mg proteina),
respecto a la corteza o el hipocampo (162 y 239 pM AMPc/min/mg). El
incremento de AMPc enrespuesta ala forskolina fue similar en hipocampo
y corteza, pero menor en el NDR en ambas especies.
Postsinapticamente, la activacion de los receptores S-HT 1 A disminuyo
la acumulacion de AMPc inducida por forskolina (100%) en la
corteza (Emax: 81% en laratay 79% en el humano) y en el hipocampo
(Emax: 72% en larata y 62% en el humano). A nivel del NDR, sélo
en cerebro humano se observo una inhibicion de la acumulacion de
AMPc inducida por forskolina en respuesta a la activacion de los
receptores 5S-HT1A (85%). En la rata, se encontr6 un incremento del
AMPc en el NDR (Emax: 127%).

Financiacion: BF12001/0592, SAF980064, F. Valdecilla y Faes-Farma SA.
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ESTUDIO DE LA ADMINISTRACION AGUDA Y CRONICA
DE MDMA EN EL RATON: SIGNOSANFETAMINICOS
AGUDOSFRENTE A SIGNOSPSICOTICOSCRONICOS

Galén B, Flores JA, El Banoua F, Caraballo |, Ferndndez-Espejo E
Departamento de Fisiologia Médica y Biofisica, Universidad de Sevilla

EIMDMA puede producir psicosis en humanos. El estudio se realiz6 para
comprobar los posibles efectos psicoticos de la administracion aguda (10
mg/kg IP) y cronica (1 dosis/dia durante 14 dias) de MDMA en el raton,
mediante una serie de paradigmas que permiten corroborar si los sintomas
son de caracter psicotico. Los tests fueron: 1) de signos motores positivos
(locomocion espontanea; estereotipias inducidas por apomorfina), y 2)
de signos negativos (interaccion social y PPI). Se emplearon dos grupos
de ratones: MDMA y salino. En el tratamiento cronico, se les realizo la
bateria de tests los ultimos cuatro dias de tratamiento, y para confirmar
la naturaleza psicotica se cotrataron con clozapina. En el tratamiento
agudo, los tests se llevaron a cabo entre 30 min'y 2 h tras la inyeccion. Para
confirmar los posibles efectos anfetaminicos del MDMA agudo, se
repitié el mismo protocolo con ratones tratados con anfetamina. El
tratamiento cronico con MDMA incrementd la locomocion, los
movimientos rapidos, y los movimentos estereotipados inducidos por
apomorfina tales como cabeceo y movimientos repetitivos de autoaseo.
Sin embargo no hubo signos negativos afectados. La hiperactividad
locomotora, pero no las estereotipias, fueron atenuadas especificamente
por clozapina. Los resultados sugieren que la administracion cronica de
MDMA induce sintomas motores de perfil psicotico positivo, pero la
interaccion social y el filtrado sensorial (reflejado en el PPI) no se afectan.
Los resultados del tratamiento agudo indican que el MDMA induce
hiperactividad motora que es equiparable a la inducida por anfetamina,
lo que sugiere un efecto anfetaminico del MDMA agudo.

Financiado a EFE por Fundacié La Maraté de TV3, Ministerio de
Ciencia y Tecnologia, y Plan Andaluz de Investigacion.
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NEUROPROTECTIVE EFFECTSOF MEMANTINE

AND GALANTAMINE IN RAT HIPPOCAMPAL SLICES
SUBJECTED TO OXYGEN AND GLUCOSE DEPRIVATION
Sobrado M 3, GarciaAG?, Lépez MG?, Roda JM ®

2 Departamento de Farmacol ogia, Universidad Auténoma de Madrid.
®Unidad Cerebrovascular, Hospital Universitario La Paz. Madrid

We have investigated the effects of a combination of memantine, a non-
competitive antagonist for glutamate NMDA receptors and galantamine,
anallosteric modulator for neuronal nicotinic receptors for acetylcholine,
on the neuronal injury induced by oxygen and glucose deprivation
(OGD) in rat hippocampal slices.

Adult Sprague-Dawley rats hippocampal slices were incubated in OGD
medium for 20 min followed by a simulated «reperfusion» period. The
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extent of CA1 hippocampal neuronal loss was determined by measuring
the fluorescence of the viability indicator propidium iodide after each
treatment. We studied the effects of two doses of memantine (10,30 mM)
and galantamine (0.3, | mM), alone and in the combination. At 30 mM,
memantine reduced by 29% cell death in CA1 (p<0.05,n=7). At | mM,
galantamine reduced by 39% cell death (p<0.05,n=>5). The combination
of 30 mM memantine plus 1 mM galantamine did not reduce cell death.
However, 10 mM memantine produced a higher reduction of neuronal
death, 48% (p<0.05, n=3); the combination of 10 mM memantine plus
0.3 mM galantamine produced a similar reduction (45%) of neuronal
death (p<0.05, n=3).

In conclusion, galantamine and memantine decreased neuronal injury
produced by OGD in CAl hippocampal slices in adult rats. At the
concentrations used, no additive neuroprotective effect was observed
when both drugs were applied together. Further drug combinations, at
concentrations that do not produce neuroprotection when given
separetely, might provide insight into our hypothesis that combination
of two neuroprotectant drugs shaving distinct mechanisms of action
should have an additive neuroprotectant effect.
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ALBUMIN PROTECTSAGAINST APOPTOSIS

OF NEUROBLASTOMA SH-SY5Y CELLSELICITED
BY DOTARIZINE AND FLUNARIZINE, BUT NOT
AGAINST THAT ELICITED BY THAPSIGARGIN

Gallego-Sandin S, Novalbos J, Rosado A, Galvez-MugicaMA,
Abad-Santos F, GarciaAG

Instituto Tedfilo Hernando, Servicio de Farmacologia Clinica,

Hospital Universitario dela Princesa. Madrid

We have compared in this study the ability of four compounds known to
release Ca*" from the endoplasmic reticulum (dotarizine, flunarizine,
thapsigargin and cyclopiazonic acid), to elicit apoptosis of SH-SY5Y
cells, incubated for 24 h ina DMEM containing 10% foetal bovine serum
(FBS+). After 24 incubation in FBS+medium, cells undergoing apoptosis
were around 5%. Dotarizine (30-50 uM) enhanced apoptosis to 20%,
flunarizine (30-50 pM) to 14-18%, thapsigargin (1-10 pM) to 20-32%,
and cyclopiazonic acid (100 pM) to only 10%. Incubation of the cells for
24 h in a DMEM deprived of serum (FBS—) enhanced basal apoptosis to
18%. In FBS— medium dotarizine and flunarizine, at 30 UM each,
drastically enhanced apoptosisto 51% and 68%, respectively; the increase
was milder with 1 pM thapsigargin (37%) and with 30 pM cyclopiazonic
acid (27%). Hence, the net increase of apoptosis after subtraction of the
basal apoptosis seenin FBS—, was 5.7-,6.2-, 1.8-, and 4-fold, respectively
for dotarizine, flunarizine, thapsigargin and cyclopiazonic acid. Bovine
serum albumin (BSA), at 4.9 and 2.9%, fully prevented the apoptotic
effects of dotarizine, flunarizine and cyclopiazonic acid in FBS—; this
was not the case for thapsigargin. Other proteins prevented too this
apoptotic effect of dotarizine.

The results suggest that although having in common the ability to release
Ca” from the endoplasmatic reticulum, the mechanism and the extent of
apoptosis drastically differed between the four compounds tested.
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LA ESTIMULACION POSNATAL REDUCE LA RESPUESTA
CONVULSIVAY LA MORTALIDAD INDUCIDASPOR NMDA
EN LASCEPASRHA/VERH-I Y RLA/VERH-I

Giménez-Llort L, Cafete A, Fernandez-Teruel A, Tobefia A

Unitat de Psicologia Médica, Departament de Psiquiatria

i Medicina Legal, Institut de Neurociencies, Universitat Autdnoma

de Barcelona. Bellaterra, Barcelona

Laestimulacion posnatal (EP) produce profundos y perdurables efectos
conductuales (p. ej., en actividad espontanea, exploracion, respuestas
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endocrinas al estrés, aprendizaje y memoria) y neurobioldgicos (p. e€j.,
SHT, GABA4, DA, ACh, eje HPA, LTP, expresion NGFIA y PKC).
Destacan ademas sus efectos de induccion de plasticidad sinaptica en
hipocampo y su accion protectora frente a déficits cognitivos asociados
a la edad. En estos efectos la neurotransmision glutamatérgica puede
jugar un papel relevante tal como sefiala,por ejemplo,el hecho que la EP
atentie la cascada neurotoxica «glucocorticoides-glutamato-calcio»
(Sapolsky, 1992).

El estudio que presentamos se ha realizado en dos cepas de ratas RHA/
Verh-1 y RLA/Verh-I seleccionadas psicogenéticamente por su rapido
(RHA) o pobre (RLA) aprendizaje de la evitacion activa en dos sentidos
y que difieren en su respuesta a estresores ambientales y manipulaciones
farmacologicas asi como en el grado de emotividad (RLA mas emotiva
que RHA). Los resultados aportan nuevas evidencias conductuales sobre
el papel neuroprotector de la EP sobre el sistema glutamatérgico,
demostrando que reduce las respuestas convulsivas inducidas por diversas
dosis tnicas de NMDA y la mortalidad asociada llegando en algunos
casos a alcanzar incluso un grado de proteccion del 100% (convulsion y
mortalidad inducida por NMDA 60 mg/kg, IP, en RHA/Verh-I).
Financiacion: Programa Ramoén y Cajal, Fundacié Marato-TV3 y ayuda
técnica de P. Queralt.

Membranas excitables y segundos mensajeros
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PAPEL MODULADOR Y SINCRONIZADOR

DE LA CORRIENTE LENTA DE POTASIO ACTIVADA
POR CALCIO (slAHP) SOBRE LA ACTIVIDAD
EPILEPTIFORME EN NEURONASPIRAMIDALES

DE LA REGION CA3 DEL HIPOCAMPO DE RATA

Gardufio J, Bufio W
Instituto Cajal, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas. Madrid

Hemos estudiado in vitro el posible papel sincronizador y modulador de
la STAHP sobre la actividad epiléptica generada por 4-AP y registrada en
whole cell en fijacion de corriente y de voltaje. La perfusion de 4-AP
produjo la generacién espontanea de trenes de actividad seguidos de una
corriente saliente cuya amplitud y curso temporal fueron similares a los de
lasIAHP generada mediante pulsos de voltaje. Esta corriente correspondid
ala sIAHP sin contribucion de receptores a GABAA 0 GABAg, ya que no
se modifico ni su amplitud ni su curso temporal con PTX, bicuculina o
saclofén. Sin embargo fue completamente suprimida cuando se registrd
con cesio intracelular o con trans-ACPD extracelular, lo que sugiere que
los trenes epileptiformes son seguidos de la activacion de la SIAHP. Los
iGluRs participan en la generacion de la actividad epileptiforme, pues la
perfusion de APS y CNQX impidi6 la generacion y propagacion de la
epilepsia, mientras que los mGluRs I/II no participan ya que E4CPG no
bloqued ni previno la actividad epiléptica. Durante la activacion de la
SIAHP se registré menor frecuencia en la actividad epiléptica, al suprimir
dichacorriente, laepilepsia se gener6 asincronicamente. Nuestros resultados
sugieren que la STAHP juega un papel crucial en la sincronizacion de la
actividad anormal de CA3 ya que reduce temporalmente la excitabilidad
después de la generacion de cada tren de actividad.

Financiado por: DGICYT/MEC/Espafia (PM98-0113) para W.B, y
(SB2000-0050) para J.G.
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MODULACION DE LA DEPRESION A CORTO
PLAZO POR MECANISMOSNO SINAPTICOS

Mufoz-Cuevas J, VaraH, Colino A
Departamento de Fisiologia, Universidad Complutense de Madrid

La depresion sinaptica es una forma de plasticidad a corto plazo que
consiste en una disminucion de la eficacia de 1a transmision sinaptica ante
la estimulacion repetitiva a frecuencias altas. Entre los mecanismos
encargados de modular estos fenéomenos, se han postulado tanto
mecanismos dependientes de liberacion (por ejemplo, la deplecion de
vesiculas), como independientes de liberacion (por ejemplo, lainactivacion
de receptores, la activacion de autorreceptores, etc). En este trabajo,
hemos estudiado el papel de la modulacion de los potenciales de accion
sobre esta plasticidad en el area CA1 del hipocampo de rata. Para ello
administramos trenes de 600 impulsos a 10 Hz, observando que, ademas
de disminuir la amplitud de la respuesta de postsinaptica evocada,
también se deprimia significativamente la amplitud de la respuesta de la
poblacion de potenciales de accion presinapticos. Para comprobar si este
efecto sobre los potenciales de accion era calciodependiente, realizamos
los mismos experimentos retirando el calcio del medio y afiadiendo el
quelante de calcio EGTA (2 mM), hallando que la depresion no sélo no
era bloqueada, sino que era mayor y mas rapida. Con el fin de entender
a qué era debida esta depresion, realizamos registros intracelulares de
neuronas del area CA3, encontrando que la disminucion de la amplitud
de la poblacion de potenciales de accion era producida por un aumento
en el nimero de fallos en la induccion de los potenciales de accion.
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CORRIENTESIONICASRESPONSABLESDE LA
ACTIVIDAD OSCILATORIA EN NEURONASDE LOS
NUCLEOSDE LASCOLUMNASDORSALESEN CULTIVO

Reboreda A, Sanchez E, Romero M, Lamas JA
Area deFisiologia, Departamento de Biologia Funcional, Universidad de Vigo

Las células de los nticleos de las columnas dorsales en cultivo presentan
actividad oscilatoria ritmica en forma de rafagas de potenciales de
accion, separadas por tramos de oscilacion subumbral (LTO). En el
presente trabajo hemos estudiado dos corrientes que participan en la
generacion de esta actividad ritmica mediante la técnica de patch
perforado.

Los datos muestran que la LTO se origina por un juego entre dos
corrientes: una corriente de Na+ persistente, de inactivacién lenta
(contante de tiempo: 570 ms), que se activa a—60 mV, con un voltaje
de activacion medio a—50 mV y un maximo de activacion a—30 mV. Se
bloquea completamente con TTX y presenta cierta selectividad al
bloqueo por riluzole respecto a la corriente transitoria. La corriente
opuesta es una corriente persistente de K+ (M-like) de activacion lenta
a partir de —60 mV, que se bloquea por TEA 15 mM (75%), linopirdine
10mM (60%), Ba*" 1 mM (50%) y no es afectada de manera significativa
por 4-AP y Cd*". Estos dos tiltimos bloqueantes si tienen un efecto claro
sobre las rafagas, desorganizandolas.

E1 Cd** 100 mM bloquea completamente una corriente de Ca®* que se
abre a —40 mV, tiene un voltaje de activacion medio —20 mV y un
maximo de activacion a -5 mV.

Mientras que la LTO se explica por la participacion de la corriente de
Na+ persistente y lade K+sensiblea TEA, las corrientes que intervienen
en la actividad en rafagas requieren un estudio mas detallado.
Proyecto financiado por la DGESIC (PB98-1087).
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CARACTERIZACION FUNCIONAL Y MOLECULAR

DE LASCORRIENTESDE POTASIO DEL CUERPO
CAROTIDEO DE RATON

Colinas O, Alonso A, L6pez-Lopez JR, Pérez-GarciaMT

Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM) y Departamento de Bioguimica
y Biologia Molecular y Fisiologia, Universidad de Valladolidy CSC

El cuerpo carotideo (CC) es un quimiorreceptor arterial sensible a
cambios en la concentracion de gases en sangre. La participacion de
canales de potasio en los procesos de deteccion y transduccion del
estimulo hipéxico esta claramente establecida, aunque existen amplias
variaciones interespecies en la naturaleza de estos canales. Utilizando
una cepa de ratones transgéncios que expresan GFP bajo el control del
promotor de tirosina hidroxilasa hemos puesto a punto un cultivo de
células de CC para estudiar los distintos tipos de canales de potasio
presentes y su participacion en la respuesta hipoxica. Tras comprobar
la coexpresion de TH en las células marcadas con GFP, se han
caracterizado electrofisiologicamente las corrientes de estas células.
Las células de CC de raton presentan corrientes de potasio que se
activan en torno a—20 mV e inactivan lentamente. La hipoxia inhibe de
forma reversible la amplitud de la corriente a +40 mV en un 17,07 +
1,3% (n=18). El bloqueo de las corrientes por tetraetilamonio (TEA)
muestra la existencia de dos subpoblaciones de canales de potasio, con
IC50 para TEA de 17,8 £2,8 uM y 940,0 + 14,7 uM, respectivamente.
Estas dos subpoblaciones de canales de potasio se han identificado con
técnicas inmunocitoquimicas como miembros de las familias Kv2 y
Kv3. Elamplio conocimiento disponible del genoma del raton facilitara
la identificacion en esta preparacion de las bases moleculares de la
quimiotransduccion hipoxica.
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LA DESAFERENTACION ALTERA LA FUNCION

DEL COTRANSPORTADOR NEURONAL DE K+/CI- (KCC2)
Y DISMINUYE LA NEUROTRANSMISION SINAPTICA
INHIBIDORA

VaeC? SanesDH"

2Facultad de Medicina y Centro Regional de Investigaciones Biomédicas,
Universidad de Castilla-La Mancha. Albacete, Espafia. ® Center for Neural
Science, New York University. New York, USA

Lapérdida de la funcion sensorial provoca atrofia o muerte en el sistema
nervioso central en desarrollo, sin embargo hay escasez de informacion
acerca de la fisiologia de las sinapsis que se mantienen. En este trabajo,
hemos obtenido registros de parches perforados con gramicidina en
rodajas de coliculo inferior del gerbo en animales control y animales
que han sido sometidos a cocleotomia bilateral. Los potenciales
postsinapticos inhibidores, obtenidos por estimulacion eléctrica de las
terminaciones del lemnisco lateral, poseen una menor capacidad para
bloquear los potenciales de accion en animales cocleotomizados. Este
cambio se debe, en parte, ala alteracion de la funcion del cotransportador
neuronal de K+/Cl- (KCC2) sin cambios apreciables en la expresion de
esta proteina. Los tratamientos que inhiben el cotransporte de cloruro
(bumetanida, cesio, genisteina) tienen poco efecto en neuronas de
animales cocleotomizados, mientras que éstos tratamientos despolarizan
el potencial de equilibrio de las corrientes postsinapticas inhibidoras en
neuronas de animales control. Mediante PCR e inmunocitoquimica no
se observaron cambios en la expresion del RNAm ni de la proteina
después de la cocleotomia. En este trabajo concluimos que la
desaferentacion completa produce una rapida alteracion en la funcion
de KCC2, alterando la homeostasis de cloruro y esto disminuye la
eficacia de la neurotransmision inhibidora.

Financiado por NIH: DC00540.
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LA LESION UNILATERAL DEL RECEPTOR AUDITIVO
DISMINUYE LA INHIBICION EN NEURONASAUDITIVAS
CENTRALES: MECANISMOSDIFERENTESEN EL LADO
IPSILATERAL O CONTRALATERAL A LA LESION

Vale C? Caminos E? Martinez-Galan JR?, Sanes DH®, Juiz M @
2Facultad de Medicina y Centro Regional de Investigaciones Biomédicas,
Universidad de Castilla-La Mancha. Albacete, Esparia. ® Center for Neural
Science, New York University. New York, USA

En este trabajo hemos estudiado el efecto de la cocleotomia unilateral
en las propiedas sinapticas inhibidoras de neuronas del coliculo inferior
(CI), tanto en el lado ipsilateral como en el contralateral al oido
lesionado. Las corrientes postsinapticas inhibidoras, obtenidas por
estimulacion eléctrica del lemnisco lateral (LL), se registraron en
rodajas de CI mediante registros de célula entera y de parches perforados
con gramicidina, en presencia de antagonistas de neurotransmisores
excitadores. La cocleotomia unilateral despolarizé el potencial de
equilibrio de las corrientes postsinapticas inhibidoras 28 mV en el CI
contralateral y 12 mV en el CI ipsilateral. Ademas, se produjo una
disminucion significativa de la conductancia de las corrientes
postsinapticas inhibidoras tanto en el CI ipsilateral como en el
contralateral. En animales cocleotomizados la liberacion presinaptica
de neurotransmisor inhibidor, estudiada mediante el analisis de la
facilitacion provocada con pulsos pareados, disminuyo principalmente
en el CI ipsilateral. Nuestros resultados indican que la cocleotomia
unilateral disminuye la neurotransmisién inhibidora en el CI. Esta
disminucion estd mediada principalmente por mecanismos
postsinapticos (alteracion de la homeostasis de cloruro y disminucion
de la conductancia) en el CI contralateral a la lesion. Sin embargo, en
el Cl ipsilateral se observa también una alteracion en los mecanismos
presinapticos de liberacion de neurotransmisor.

Financiado por CICYT-SAF00-0211 y Consejeria de Sanidad, JCCM
(JM Juiz) y NIH: DC00540 (DH Sanes).
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FUNCION Y ORIGEN DE LAS SINAPSISCON ZN?
VESICULAR EN LA REGION CA1DEL HIPOCAMPO

Sindreu CB?, Jensen MSP, Pérez-Clausell J2
@ Departament de Biologia Cel.lular, Universitat de Barcelona.
®Department of Neurobiology, Ingtitute of Anatomy, Univ. of Aarhus, Denmark

Una de las caracteristicas neuroquimicas mas notables del hipocampo es
su elevada densidad de terminales sinapticos con Zn** vesicular. Dicho
Zn>* podria ser coliberado durante la transmision sinéptica y modular los
receptores postsinapticos. Hasta la fecha, no se ha descrito ninguna
funcién fisiologica del Zn*" en el stratum radiatum de CA1y se desconoce
qué neuronas dan origen a dichas proyecciones ricas en Zn®>".

Primero, se investigé la posible funcion del Zn** sinaptico en la potenciacion
alargo plazo (LTP) de rebanadas de hipocampo. Se detecto un déficit de
Zn’" sinaptico en rebanadas de CA1 en comparacion con el contenido in
vivo. La preincubacion de las rebanadas en un medio enriquecido en Zn**
revirtio dicho déficit y al mismo tiempo redujo en un 50% la magnitud de
la LTP en las sinapsis glutamatérgicas de CA1. La accién del Zn>* sobre
laLTP fue neutralizada con la presencia de un quelante de Zn** extracelular
(CaEDTA, 2 mM) durante los trenes de estimulacion.

Segundo, se estudié el origen de los botones con Zn®* en la CAl
mediante el transporte retrogrado del Zn** vesicular precipitado tras la
inyeccion in situ de selenito sodico. Lamayoria (80%) de la proyecciones
ricas en Zn*>* al stratum radiatum de CA1l proceden de neuronas
piramidales de CA3. El nimero de neuronas marcadas en CA3 en los
hipocampos ipsi y contralateral resulta parecido. EI 20% restante de
neuronas marcadas corresponde exclusivamente a neuronas piramidales
de CALl ipsilateral, la mayoria de las cuales forman los contactos
recurrentes en el stratum oriens.
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En conclusioén, las sinapsis con Zn** vesicular en laregion CA 1 proceden
de una subpoblacion de neuronas piramidales de CA3 y CAl, y podrian
estar sujetas a la modulacion de la LTP mediante la liberacion sinaptica
del Zn*".
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INMUNORREACTIVIDAD PARA EL COTRANSPORTADOR
DE K-CI~ (KCC2) DURANTE EL DESARROLLO
DEL SISTEMA AUDITIVO DE LA RATA

VaeC, Martinez-Galédn JR, Caminos E, Juiz M
Facultad de Medicina y Centro Regional de Investigaciones Biomédicas,
Universidad de Castilla-La Mancha, C/Almansa s/n, 02071, Albacete

En este trabajo se ha estudiado la expresion de la proteina KCC2 en
diferentes nticleos del sistema auditivo de la rata y en diferentes estadios
del desarrollo posnatal. La neurotransmision inhibidora mediada por
receptores GABA 4 y receptores de glicina sensibles a estricnina depende
de la activacion de una conductancia para el ion CI". En neuronas, la
concentracion intracelular de CI” esta regulada principalmente por dos
proteinas: un cotransportador de Na-K-2Cl (NKCC1) que provoca la
acumulacion intracelular de CI” y un cotransportador de K-C1 (KCC2)
que expulsa CI". Durante el desarrollo embrionario temprano la
concentracion intracelular de CI™ es elevada debido a la actividad de
NKCCI1. A medida que avanza el desarrollo, la expresion de KCC2
aumenta, lo cual contribuye amantener la concentracion de Cl”por debajo
de su equilibrio electroquimico. El aumento en la expresion neuronal de
KCC2 coincide conlatransicién entre sinapsis inhibidoras despolarizantes
y sinapsis inhibidoras hiperpolarizantes. Mediante experimentos de
inmunocitoquimica hemos observado que KCC2 muestra una expresion
intensa en los nucleos cocleares ventral y dorsal, en el nucleo medial del
cuerpo trapezoide, oliva lateral superior, niicleos del lemnisco lateral y
coliculo inferior. Observamos expresion de KCC2 ya en el dia posnatal
3 entodoslosniicleos estudiados, aunque en algunos de ellos la transmision
inhibidora es atin despolarizante en estas edades.

Financiado por CICYT-SAF00-0211 y Consejeria de Sanidad, JCCM.
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OSCILACIONESESPONTANEAS
DE CALCIO EN ASTROCITOSIN SITU

Espinosa-Parrilla JF, Carmona MA, Pozas E, Senserich J, Soriano E,
Aguado F

Neurobiologia del Desarrollo y la Regeneracion, Departamento de Biologia
Celular, Parc Cientific de Barcelona, Universitat de Barcelona

Una de las propiedades que presentan los circuitos nerviosos durante el
desarrollo es la generacion de actividad espontanea coordinada neuronal.
Dicha actividad es necesaria para la diferenciacion y maduracion de
redes neuronales, principalmente a través de cambios en la concentracion
de [Cali.

El objetivo del presente trabajo es analizar cambios espontaneos de calcio
intracelular en astrocitos in situ. Paraello hemos usado unraton transgénico
que expresa la proteina fluorescente GFP bajo control del promotor
astrocitario GFAP. Los resultados obtenidos han mostrado que:

1) La presencia de oscilaciones espontaneas de calcio intracelular es
una caracteristica de las células astrogliales in situ.

2) Esta actividad se pierde durante procesos de gliosis reactiva.

3) Lasoscilaciones espontaneas en astrocitos depende de lamovilizacion
de calcio extracelular e intracelular.

4) Un analisis espacio-temporal de la actividad glial revela la existencia
de redes neurogliales coordinadas.

5) La correlacion de las oscilaciones calcio intracelular en astrocitos es
regulada por la actividad neuronal.

Estos resultados suponen un papel funcional de la actividad astrocitaria
en el desarrollo neuronal y plasticidad sinaptica.
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BASESCELULARESY MOLECULARES
DE LA TRANSDUCCION DE ESTIMULOS
TERMICOSEN MAMIFEROS

DelaPefiaE, MakiaA, Belmonte C, VianaF
Instituto de Neurociencias, Universidad Miguel Herndndez-CSIC. Alicante

Las sensaciones de frio se originan a partir de la activacion selectiva de
una subpoblacion de neuronas sensoriales por descensos en la
temperatura. Estas neuronas expresan una paleta singular de canales
ionicos que incluye a TRPMS, un canal TRP activado por frio y mentol.
Parainvestigar el papel de TRPMS en la transduccion de frio, realizamos
medidas de calcio intracelular y registros electrofisiologicos en neuronas
sensoriales del ganglio trigémino (GT) y en células HEK293 transfectadas
con TRPMS.

En células HEK-TRPM8& mantenidas a 33 °C, descensos de temperatura
causaron aumentos en el calcio intracelular con un umbral de unos
25°C. Laaplicacion de mentol (100 uM) produjo una sensibilizacion
notable del umbral (11 °C mas positivo al 50% de amplitud). En estas
células el frio activé una corriente cationica no selectiva con marcada
rectificacion hacia fuera. El componente de salida present6 un umbral
de temperatura mas elevado que el de entrada, y nunca se manifestd
por encima de los 25 °C.

Las neuronas cultivadas del GT mostraron un amplio espectro de
umbrales (32-15 °C) en su respuesta a los cambios de temperatura. Estas
respuestas también se sensibilizaron con la aplicacion de mentol.
Estos resultados sugieren que el contexto celular tiene una influencia
notable sobre el umbral de temperatura. En neuronas trigeminales, la
gran sensibilidad a la temperatura puede deberse a mecanismos
complementarios a la expresion de TRPMS.

Financiado por BF12002-03788 y SAF2001-1641.
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LOCALIZACION CELULAR DEL ARNm DE

LA FOSFODIESTERASA PDE7B EN DISTINTAS
REGIONES DEL CEREBRO DE RATA

Reyes-Irisarri E, Pérez-Torres S, Mengod G

Departamento de Neuroquimica, I nstitut d' I nvestigacions Biomédiques
de Barcelona, CSIC-IDIBAPS. Barcelona

La degradacion del AMPc se lleva a cabo por accién de las
fosfodiesterasas (PDE), clasificadas en 12 familias en funcion de su
secuencia de aminoacidos, especificidad de sustrato, cofactores e
inhibicion selectiva por diferentes farmacos.

La familia PDE7, especifica para AMPc, esta formada por dos genes:
PDE7A y PDE7B. Por estudios de hibridacién in situ con
oligonucleodtidos, hemos analizado la distribucion regional y celular del
ARNmde PDE7B encerebro derata. Los niveles mas altos de hibridacion
se observaron en tubérculo olfativo, en células granulares del giro
dentado, y en la parte magnocelular del nticleo rojo. También se detectd
hibridacién en otras regiones como el estriado, nticleos talamicos,
nucleo arcuado del hipotalamo y ntcleo interpeduncular. Mediante
hibridacién in situ doble hemos determinado el tipo de células que
expresan la PDE7B. Esta se encuentra ampliamente distribuida en
neuronas (identificadas con MAP2), en células gliales (marcadas con
GFAPycon MBP) dealgunas regiones y en algunos niicleos colinérgicos
(identificados con ChAT) como la habénula medial y el nucleo
oculomotor aunque no se observo este patron de expresion en otros
nucleos colinérgicos como el estriado y el tubérculo olfativo. Con estos
resultados hemos identificado regiones cerebrales de interés funcional
para el estudio de nuevos inhibidores especificos de la PDE7B.
Proyecto financiado por Fundacié La Maraté de TV3 (1017/97) y
CICYT (SAF1999-0123 y 2FD97-0395).
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ViASDE TRANSDUCCION IMPLICADAS

EN LA MODULACION DE LA SINTESISDE HISTAMINA
POR RECEPTORESH3 EN MINIPRISMASDE CORTEZA
CEREBRAL DE RATA

Moreno D, Torrent A, Gémez-Ramirez J, Blanco |, Ortiz J
Unidad de Bioguimica de Medicina, Instituto de Neurociencias,
Universidad Auténoma de Barcelona

Recientemente hemos descrito (Mol Pharmacol; 61: 239) que la via
de la adenilato ciclasa/PKA participa en la regulacion de la sintesis
de histamina por autorreceptores H3. Sin embargo, algunos efectos
mediados por estos receptores no se explican por esta via. Por
ejemplo, los agonistas H3 inhiben los efectos de la despolarizacion
sobre la sintesis de histamina independientemente de la PKA, dado que
elbloqueo de la PKA no modifica la estimulacion por despolarizacion
de la sintesis ni desplaza la curva de inhibicion de un agonista sobre
dicha estimulacion. Usando varios inhibidores selectivos de canales
decalcio y proteinas quinasa, hemos demostrado que la despolarizacion
estimula la sintesis mediante la entrada de calcio extracelular y
consecuente estimulacién de la proteina quinasadependiente de
calcio/calmodulina tipo II (CaMKII). Por tanto la sintesis de
histamina puede ser estimulada por dos vias de transduccion,
mediadas por las proteinas quinasa CaMKII y PKA. Por otra parte,
se ha descrito que los receptores H3 tienen una importante actividad
constitutiva que es suprimida por agonistas inversos (Nature; 408:
860). En nuestro sistema, los agonistas inversos estimulan la sintesis
de histamina, lo cual se puede impedir por completo inhibiendo la
PKA, pero no inhibiendo la CaMKII. Por lo tanto, es la via de
transduccion de la PKA la que media los mecanismos de estimulacion
de la sintesis de histamina por agonistas inversos de receptores H3.
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LA EXPOSICION CRONICA A 25HEXANODIONA ALTERA LA
FUNCION DE LA VIiA GLUTAMATO-OXIDO NiTRICO-GMP
CiCLICO EN NEURONASDE CEREBELO EN CULTIVO

Y EN CEREBRO DE RATA IN VIVO

Herndndez-Viadd ML, Montoliu C, Monfort P, Erceg S, LlansolaM,
Rodrigo R, Sanchez-Pérez A, Felipo V

Laboratorio de Neurobiologia, I nstituto de Investigaciones

Citolégicas, FVIB. Valencia

Elhexano seutilizacomo solvente en procesos industriales. Es metabolizado
a 2,5-hexanodiona (HD), que es neurotoxica. Sus mecanismos de
neurotoxicidad no se conocen. Hemos estudiado si la exposicion cronica
aHD afecta la via glutamato-oxido nitrico-GMPc en cultivos de neuronas
de cerebelo o en cerebelo de ratas in vivo. La activacion de receptores
NMDA conduce a un aumento de calcio intracelular, que se une a la
calmodulina y activa la 6xido nitrico sintasa, aumentando el 6xido nitrico
(NO), que activa la guanilato ciclasa soluble (GCs), aumentando el GMPc.
Parte de este GMPc se libera al fluido extracelular, permitiendo analizar,
por microdialisis cerebral, la funcion de la via Glu-NO-GMPc en cerebro
in vivo. Esta via participa en importantes procesos cerebrales como
algunas formas de aprendizaje y memoria.

La exposicion cronica de neuronas en cultivo a HD reduce un 50% la
formacion de GMPc inducida por la activacion del receptor NMDA. La
activacion de GCs por NO disminuy6 en un 46%.

En el cerebelo de ratas expuestas cronicamente a HD la formacion de
GMPc in vivo inducida por NMDA se redujo en un 55%. La activacion
de GCs por NO se redujo en un 65%.

La exposicion cronica a HD afecta la via Glu-NO-GMPc tanto en
neuronas en cultivo como en el cerebelo del animal in vivo, indicando
que las neuronas en cultivo son un buen modelo para estudiar los
mecanismos de neurotoxicidad dela HD. La alteracion de esta via puede
contribuir a los efectos neurotoxicos de la HD.
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LA NICOTINA AUMENTA LA ACTIVIDAD DE LA OXIDO
NITRICO SINTASA, PERO NO SU EXPRESION NEURONAL

Weruaga E, Murias AR, Brifién JG, Barbado V, Alonso JR
Dpto. Biologia Celular y Patologia, Instituto de Neurociencias
de Cadtillay Ledn, Universidad de Salamanca

Es posible que los procesos moleculares y celulares de la adiccion a la
nicotina tengan mas eslabones que los conocidos, y permitan planear
nuevas estrategias terapéuticas. El oxido nitrico (NO) se produce
gracias a las NO sintasas (NOS), que se presentan al menos en tres
isoformas: I, IT y III. Las tres estan presentes en el cerebro, con control
de expresion, actividad catalitica, inhibicién farmacolégica y fuentes
celulares diferentes.

Ratas de ambos sexos se trataron sistematicamente con inyecciones
peritoneales de salino o nicotina (0,4 mg/kg durante 15 dias). Se
procesaron animales para un estudio histoldgico y para determinar la
produccién de NO, mediante la valoracion de nitratos y nitritos
(metabolitos estables del NO) en extractos frescos de tejido de la
corteza prefrontal, caudado putamen y nticleo accumbens. El tejido
fijado se proceso para detectar inmunohistoquimicamente la NOS I e
histoquimicamente la NADPH-diaforasa. El tratamiento con nicotina
aumenta los niveles de nitratos/nitritos, de manera mas intensa en el
nucleo accumbens de las hembras; sin embargo, el nimero de neuronas
nitrérgicas no muestra cambios significativos. Esto implica que el
aumento de produccion de NO estimulado por la nicotina no conlleva
el reclutamiento de nuevas neuronas.

Subvencionado por el Plan Nacional sobre las Drogas, DGES (PM99-
0068), Fundacion Samuel Soldrzano, y Junta de Castilla y Leén.

Bases neuronales del comportamiento
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LA ACTIVIDAD NEURONAL DE LA CORTEZA
PREFRONTAL SE CORRELACIONA CON LA
REPRESENTACION PARAMETRICA DE ESTIMULOS

EN LA MEMORIA DE TRABAJO

Nécher V 2 Ojeda SF?, Cadarso C®, AcufiaC?

#Laboratorios de Neurociencia y Computacion Neuronal, Universidad

de Santiago de Compostela. ®Unidad de Bioestadistica, Departamento

de Estadistica e Investigacion Operativa, Universidad de Santiago de Compostela

La descarga de células de memoria (Fuster y Alexander, 1971) de la
corteza prefrontal lateral se harelacionado conrepresentacion paramétrica
(Romo et al, 1999) y categorica (Freedman et al, 2001).

Utilizamos una tarea paramétrica en la que se requiere memorizar la
orientacion de una linea, referencia, seguido, después de un retraso, de
una comparacion de la orientacion recordada con la orientacion de otra
linea, test. Se decide si el estimulo test esta orientado a un lado u otro de
lareferencia. Discriminacion continua: la referencia varia continuamente
de ensayo a ensayo, permitiendo observar respuestas que covarien con la
referencia. Discriminacion fija: la referencia es siempre la misma.
Discriminacion fija sin referencia: la referencia no se presenta (P.
Vazquez, et al; 2000).

Se registro la actividad unitaria en la corteza prefrontal, por delante del
sulcus arcuatus en Macaca mulatta. Los movimientos oculares se
registraron mediante técnica de seguimiento ocular con bobina magnética.
Neuronas (n=106) modifican su actividad durante el retraso entre los
dos estimulos. En discriminacion continua la tasa de descarga varia
significativamente—método de regresion logistica binaria (Wald=29,701;
p<0,001)— en funcion de la orientacion del estimulo de referencia. En
la discriminacién fija sin referencia, la tasa de descarga es
significativamente mayor que en las otras dos tareas. La hipotesis mas
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plausible es que estas neuronas codifican en la memoria de trabajo la
orientacion de los estimulos de referencia. La carga de la memoria de
trabajo es mayor cuando la referencia no se presenta, probablemente al
ser necesario utilizar una referencia interna.

Financiacion: PB99-002 MCYT a CA; BFM2002-03213 MCYT a CC.
VN y SFO FPI-MCYT.
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ACTIVIDAD NEURONAL DE LA CORTEZA PREFRONTAL
RELACIONADA CON LA TOMA DE DECISIONES

Ojeda SF?, Nécher V 2, Cadarso C°, AcufiaC?

Laboratorios de Neurociencia y Computacion Neuronal, Universidad

de Santiago de Compostela. ® Unidad de Bioestadistica, Departamento

de Estadistica e Investigacion Operativa, Universidad de Santiago de Compostela

La corteza prefrontal juega un papel en la toma de decisiones y
seleccion de respuestas. Utilizamos una tarea en la que se requiere
memorizar la orientacion de una linea (referencia) seguido de una
comparacion de la orientacion recordada con la orientacion de una
segunda linea (test). El mono tiene que decidir si el estimulo test esta
orientado a un lado u otro de la referencia. El resultado de la decision
lo sefiala pulsando uno de dos botones. En una version de la tarea la
referencia varia continuamente de ensayo a ensayo. En otras dos
versiones la referencia es siempre la misma durante los ensayos, y esta
presente o no (P. Vazquez, et al; 2000).

Se registro la actividad unitaria extracelular en la corteza prefrontal,
por delante del sulcus arcuatus y en la convexidad lateral del sulcus
principalis en Macaca mulatta. Los movimientos oculares se registraron
mediante técnica de seguimiento ocular con bobina magnética.
Sesenta y dos neuronas modifican su tasa de descarga a partir del
estimulo test. La tasa de descarga es mayor y la pendiente de cambio mas
acusada en los ensayos dependiendo de la decision que tomara el mono
—método de regresion logistica binaria (Wald=189,199; p<0,001)-.La
tasa de descarga y la pendiente de cambio son mayores cuando el mono
tiene que decidir la orientacion de los estimulos test mas proximos a la
referencia (p.ej., los mas dificiles) Cuando la decisién del mono es
erronea, el desarrollo temporal de la tasa de descarga se modifica con
respecto a la de las decisiones correctas. Este comportamiento se
observa en las tres tareas. Estos cambios en la tasa de descarga pueden
reflejar decisiones categoricas en base a informacion sensorial y
planificaciéon motora.

Financiado por PB99-002 MCYT a CA; BFM2002-03213 MCYT a
CCS. VN y SFO FPI-MCYT.
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IMPLICACION DE LOSRECEPTORES NMDA

Y LA ACTIVIDAD OXIDO NiTRICO SINTETASA

EN EL APRENDIZAJE ESPACIAL EN PECES

Goémez Y &, Vargas JP®, PortavellaM @ Lopez JC?

#Laboratorio de Psicobiologia, Dpto. Psicologia Experimental, Universidad
de Sevilla. ® Department of Psychology, Bowling Green State University. USA

En mamiferos, tanto los receptores glutamatérgicos del subtipo NMDA
como el NO juegan un importante papel en funciones fisiologicas como
la creacion de redes neurales, la potenciacion a largo plazo o la formacion
de nuevas sinapsis que subyacen a los fenomenos de aprendizaje y
memoria. En relacion a estos tltimos, la actividad del NO y del receptor
NMDA suele apreciarse en aquellas situaciones donde los sujetos aprenden
complejas estrategias conductuales, como por ejemplo el aprendizaje
espacial. Por el contrario, esta implicacion se ha determinado escasa en
procesos de aprendizaje no asociativos o de caracter asociativo simple.
En peces aptinopterigios, la especializacion del area lateral del palio
telencefalico en el aprendizaje espacial ha mostrado una estrecha similitud
funcional al hipocampo de mamiferos y aves. Sin embargo, existen pocos
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datos en relacion a los procesos moleculares que podrian mediar los
fenémenos de aprendizaje asociativo complejo en peces. Con este objetivo,
el presente estudio analizo el posible efecto amnésico del antagonista del
receptor NMDA MK-801 y el inhibidor de la actividad 6xido nitrico
sintetasa L-NAME en el aprendizaje de lugar en goldfish. Los resultados
mostraron que, al igual que sucede en mamiferos, el bloqueo selectivo de
los receptores NMDA y del NOS disociaron claramente los procesos de
aprendizaje de lugar de aquellos relacionados con la simple asociacion
estimulo-respuesta. La estrecha similitud funcional observada en los
procesos de aprendizaje y memoria analizados sugiere la posibilidad de
que, al menos, algunos de los rasgos implicados en estos fendmenos
pudieran haber aparecido muy temprano en laevolucion de los vertebrados,
y posiblemente retenidos en grupos de muy distinto linaje.
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LA ATRACCION INNATA POR FEROMONAS
MASCULINASEN HEMBRASDE RATON NO
ESTA MODULADA POR ESTEROIDES SEXUALES

Moncho-Bogani J? Lanuza E®, Lorente MJ? Agustin MC?,
Martinez-Ricos J%, Moya M & Martinez-Garcia F*#

2Dpto. de Biologia Funcional y Antropologia Fisica.

®Dpto. de Biologia Celular, Universitat de Valéncia

El comportamiento sexual femenino de roedores depende de su estado
hormonal. Este comportamiento comienza con una atraccion innata
hacia las feromonas sexuales masculinas (Moncho-Bogani, et al. Physiol
Behav 2002; 77: 167-76), por lo que quisimos analizar si esta atraccién
también depende de esteroides sexuales. Para ello ovariectomizamos 32
hembras criadas en ausencia de estimulos quimicos masculinos, con las
que formamos 4 grupos que tratamos con aceite, progesterona, estradiol
y estradiol + progesterona respectivamente. Posteriormente analizamos
la atraccidn de estas hembras hacia feromonas masculinas en su primer
encuentro con las mismas, asi como su comportamiento sexual
proceptivo. Los cuatro grupos mostraron una atraccion por la feromona
(t=5,28, p<0,001) que era independiente del tratamiento (ANOVA:
F3,21=0,47; p=0,7). Por el contrario, solo las hembras tratadas con
varias dosis de estradiol o con estradiol + progesterona mostraron
comportamiento sexual proceptivo. Estos datos indican que, aunque el
comportamiento sexual femenino es modulado por esteroides la atraccion
por feromonas masculinas no lo es, al menos en hembras sin experiencia.
Por tanto el sustrato neural de esta atraccion no incluye neuronas
sensibles esteroides. Asi pues las feromonas atraen a las hembras en
cualquier estado hormonal e inducen en ellas cambios neuroendocrinos
que desencadenan el estro endocrino y comportamental.

Financiado por MCyT y FEDER (BFI12001-3535).
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HACIA UN MODEL O FENOMENOL OGICO DEL CONTROL
NEUROMUSCULAR DELOSMOVIMIENTOSPALPEBRALES
Sanchez-Campusano R?, Delgado-GarciaJM °, Gruart A®

2Centro de Biofisica Médica, Univ. de Oriente. Santiago de Cuba, Cuba.

® Division de Neurociencias, L.A.B., Univ. Pablo de Olavide. Sevilla, Esparia

Se presenta un modelo matematico de la cinética palpebral a partir de
una analogia biomecdnica, donde el mecanismo basico de los
movimientos de parpadeo se representa como un sistema global e
integrado de elementos inerciales, elasticos y viscosos. Modelos de esta
naturaleza permiten la prediccion tedrica de la actividad neuromuscular.
Aqui, se ha registrado el EMG de los musculos orbicularis oculi (OO)
y elevador del parpado superior (EPS) y el movimiento palpebral
mediante la técnica del seguidor magnético de laposicion. Las inferencias
del modelo se obtuvieron de respuestas palpebrales reflejas y
condicionadas enraton, conejoy gato. Estas magnitudes se han modelado
mediante funciones del tiempo que reproducen la posicion, velocidad y
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aceleracion palpebral, asi como un conjunto adicional de parametros
descriptivos (distensibilidad inercial, caracteristicas del estimulo y las
constantes de tiempo, velocidad y posicion). El calculo de estas
magnitudes se justifica porque el control neuromuscular de los
movimientos de parpadeo requiere de las relaciones analiticas entre las
fuerzas musculares, la frecuencia de descarga de las unidades neuronales
reclutadas (motoneuronas del OO en el nucleo facial y del EPS en el
nucleo motor ocular comun) y las variables cinematicas. Se determinaron
las relaciones causa (cinética)-efecto (cinematica) del parpadeo en los
dominios del tiempo, la frecuencia y el plano de estados. Se tuvo en
cuenta la extension de la membrana nictitante como consecuencia
pasiva de la retraccion del globo ocular, siendo el musculo retractor
bulbi (motoneuronas del nicleo accesorio del nucleo motor ocular
externo) el efector primario en tal proceso de retraccion.

Realizado con ayuda de la DGICYT (BFI12002-00936).
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IMPLICACION DE LA POLISIALIZACION HIPOCAMPAL
DE NCAM EN EL ALMACENAMIENTO DE MEMORIAS
TRAUMATICAS

Sandi C, L6pez-Fernandez MA, Cambon K, Venero C
Departamento de Psicobiologia, UNED. Madrid

La adicion de acido polisialico (PSA) a la molécula de adhesion celular
neural reduce los procesos de adhesion celular y juega un papel critico en
la regulacion de las interacciones celulares y en la sinaptogénesis. El
entrenamiento en diversas tareas de aprendizaje se ha visto relacionado
con un incremento en la expresion de PSA en el giro dentado. Sin
embargo, utilizando el modelo de condicionamiento del miedo al contexto,
hemos observado que si bien el entrenamiento bajo condiciones aversivas
moderadas (intensidad de choque 0,4 mA) induce un incremento en la
expresion de PSA, cuando las condiciones son ‘altamente’ aversivas
(choque 1 mA), se produce una reduccion en la expresion de PSA. En este
estudio investigamos si la reduccion de la expresion de PSA en animales
tratados bajos condiciones moderadamente aversivas potenciaria el
condicionamiento del miedo. Para ello, ratas Wistar fueron inyectadas icv
con endoneuroaminidasa (enzima que elimina PSA) bien antes (12-24 h
preentrenamiento) o inmediatamente después de haber sido entrenadas en
la prueba de condicionamiento del miedo (choque 0,4 mA). Mientras las
inyecciones postentrenamiento fueron inefectivas, el tratamiento
preentrenamiento con EndoN increment6 la magnitud y duracion del
condicionamiento del miedo al contexto. Nuestros resultados sugieren
quelainhibicion de PSA-NCAM consecuente a la vivencia de experiencias
estresantes podria estar implicada en el establecimiento duradero de las
memorias traumaticas.
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LA SINTESISDE NOVO DE PROTEINASESNECESARIA
PARA LA ADQUISICION DE UN CONDICIONAMIENTO
CLASICO DEL REFLEJO CORNEAL EN RATONES
IndaMC, Delgado-Garcia M, Carrion AM

Division de Neurociencias, L.A.B., Universidad Pablo de Olavide. Sevilla

Durante laultima década se ha generado una controversia considerable
acerca de la necesidad de sintesis de novo de macromoléculas a lo
largo del aprendizaje de una nueva tarea motora o cognitiva. Por su
parte, existen datos que sugieren que la necesidad de sintesis de
nuevas proteinas en el aprendizaje depende en gran medida del
paradigma experimental que se utilice. En nuestro laboratorio, hemos
disefiado un paradigma de condicionamiento clasico de traza del
reflejo corneal en ratones, donde usamos como estimulo condicionado
e incondicionado un choque eléctrico en el parpado. Utilizando este
paradigma de aprendizaje, hemos evaluado el papel de la sintesis de
proteinas en el aprendizaje de esta nueva tarea. Inyecciones subcutaneas
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de anisomicina, un potente inhibidor de la sintesis proteica, 30
minutos antes de las sesiones de condicionamiento, bloquean
completamente la adquisicion del condicionamiento de traza del
reflejo corneal. Dicho efecto parece especifico de este tipo de
aprendizaje asociativo, pues la respuesta refleja del parpado ante un
choque eléctrico o la actividad motora del animal inyectado con
anisomicina es indistinguible de aquellas que se dan en animales
controles inyectados con salino. Ademas, la anisomicina no destruye
los circuitos implicados en el aprendizaje de la nueva tarea ya que el
mismo condicionamiento realizado 10 dias después de la ultima
inyeccion de anisomicina si es adquirido. Experimentos enrealizacion
nos permitiran discernir el curso temporal de la sintesis de nuevas
moléculas, asi como las areas del cerebro que estan implicadas en la
adquisicion del condicionamiento clasico de traza del reflejo corneal.
Trabajo financiado por La Caixa, JA/CVI-122, FISSS (01-0194) y
DGICYT (BFI2002-00936).
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PARTICIPACION DE DISTINTOS GRUPOSMUSCULARES
EN EL CIERRE DEL PARPADO DEL CONEJO

Leal-Campanario R, Barradas JA, Delgado-Garcia JM, Gruart A
Divisién de Neurociencias, L.A.B., Universidad Pablo de Olavide. Sevilla

El cierre del parpado en especies que poseen membrana nictitante
requiere que se: a) inactive el musculo elevador; b) active el mtsculo
orbicularis oculi; ) active el musculo retractor bulbi, y d) active el
musculo de Miiller. También es precisa la recuperacion elastica de
diversos ligamentos y aponeurosis. Aqui, se ha determinado la
contribucion de cada sistema muscular participante en el cierre activo
del parpado, en particular cuando se trata de compensar la ausencia de
uno, o mas, de ellos. Se utilizaron 30 conejos, divididos en 4 grupos
experimentales: a) control; b) con el nervio facial seccionado; c) con
el musculo retractor bulbi desinsertado; y d) con el nervio facial
seccionado y el musculo retractor bulbi desinsertado. A todos los
animales se les implantd una bobina metalica en el parpado superior
(pararegistrar sumovimiento con el seguidor magnético de laposicion)
y electrodos bipolares para el registro del EMG del musculo orbicularis
oculi. A la mitad de los sujetos del grupo control se les implantaron,
ademas, electrodos bipolares para registrar el EMG del musculo
retractor bulbi. Se registraron respuestas palpebrales reflejas y
aprendidas mediante un paradigma de condicionamiento clasico. Los
resultados mostraron la capacidad de cerrar el parpado de todos los
sujetos experimentales asi como de elaborar respuestas aprendidas,
con un curso temporal similar a los sujetos control. Sin embargo, se
encontraron claras diferencias en la cinética de la respuesta palpebral
segln el sistema motor superviviente. Se determind la capacidad
adaptativa o compensatoria de los tres sistemas motores (facial,
accesorio del motor ocular externo y extraocular) implicados en la
cinematica palpebral.

Financiado por DGICYT BFI12002-00936.

P 282

FENOTIPO CONDUCTUAL DE UN MODELO

MURINO DE SOBREXPRESION DE TRKC

Sahtin 12, Martin M °, Gratac6s M 2 Maldonado R®, Ferrer | €,
Fillat C? Estivill X% Dierssen M 2

2Programa Genes y Enfermedad, Centro de Regulacién Genémica.

® Departamento de Farmacol ogia, Universidad Pompeu Fabra.

¢Unidad de Neuropatologia, Universidad de Barcelona. Barcelona

En nuestro laboratorio hemos definido la asociacion de los trastornos de
panico con una duplicacion gendomica (DUP25) en la region 15q24-
q26. Entre los genes contenidos en la region duplicada, un posible
candidato para explicar el fenotipo de panico es el gen NTRK3 que
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codifica para el receptor de la neurotrofina NT3, detectado en el locus
coreuleus. La sobrexpresion de TRKC en el LC podria producir una
disregulacion en la actividad noradrenérgica central. Para determinar
las consecuencias funcionales de una sobrexpresion de TrkC in vivo, se
gener6 un modelo de raton transgénico de sobrexpresion TgNTRK3.
Las pruebas de reactividad emocional reflejaron un patron de respuesta
anormal a lo largo de las diferentes sesiones experimentales en
TgNTRK3, tanto en campo abierto como en White and Black Box
(entradas compartimento iluminado t= —2,260; p=0,033). Por ultimo,
en una bateria de pruebas especifica de panico y ansiedad, el Mouse
Defense Test Battery, se detectd en TgNTRK3 una dificultad para
establecer mecanismos de defensa contextual (crossings ANOVA
F(2,896), p=0,026); velocidad maxima (ANOVA F(15,27), p=0,001);
distancia (ANOVA F(5,585), p=0,027). También se observd una
prolongada conducta de freezing en el raton transgénico a lo largo de las
diferentes subpruebas, especialmente en el pasillo recto (t= —4,358;
p=0,0001; test t de Student) asi como un incremento en la respuesta de
escape del TgNTRK3 en el subtest de evitacion, y una disminucion
significativa del nimero de orientaciones. Los resultados sugieren que
la sobrexpresion de TrkC en el raton da lugar a un fenotipo caracterizado
por un respuesta diferencial en pruebas de ansiedad/panico.
Financiado por SAF2001-1231, DURSI (IS), fundacion CIEN.

Otros
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ALTERACION EN LA ACTIVACION ENDOGENA
DE CREB EN EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO
DE RATONES CON DEGENERACION RETINIANA

Alvarez-Lopez C? Cernuda-CernudaR? AlcortaE®,
Alvarez-Vigo M 3 Garcia-LanaB? Garcia-Fernandez JM ?
2Departamento de Morfologia y Biologia Celular.

® Departamento de Biologia Funcional, Universidad de Oviedo

Se examino el efecto de la perdida de los fotorreceptores clasicos, conos
y bastones, sobre la activacion del factor de transcripcion CREB (por
fosforilacion en el residuo Ser133) en el nucleo supraquiasmatico
(SCN). Para este proposito, secciones de cerebro de ratones C3H rd/rd
y +/+ fueron inmunomarcadas con un anticuerpo que reconoce la forma
activada de la proteina, p-CREB.

Ambosratones, normales y rd/rd, mantenidos en condiciones constantes
de oscuridad mostraron variaciones circadianas en el marcaje nuclear
de p-CREB: el nimero de niicleos inmunopositivos en lanoche subjetiva
fue mayor que el observado durante el dia subjetivo. No obstante,
algunas diferencias fueron detectadas entre ambos grupos: 1) el niimero
de ntcleos inmunomarcados para p-CREB en el NSQ de ratones rd/rd
fue mas reducido a lo largo de un ciclo de 24 horas; 2) el tiempo en el
cual la activacién de CREB comienza a aumentar en la noche subjetiva
esta retrasado con respecto a los normales.

Un estimulo de luz en la noche subjetiva aumenta el niimero de nucleos
inmunomarcados para p-CREB en el NSQ de ratones rd/rd, mientras
que no se encontraron efectos significativos cuando el estimulo de luz
se suministraba en el dia subjetivo. Resultados similares se obtuvieron
en ratones normales.

En conclusion, los resultados del presente estudio sugieren que el
mecanismo molecular endégeno CREB/CRE esta afectado de alguna
manera por la perdida de los fotorreceptores cldsicos que ocurre en
ratones rd/rd.
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LASNEURONAS CON CONSTANTE DE TIEMPO
SINAPTICA GRANDE DETECTAN COINCIDENCIAS.
RESPUESTA NEURONAL

Moreno R, PargaN
Departamento de Fisica Tedrica, Universidad Auténoma de Madrid

En este trabajo estudiamos las propiedades de disparo del modelo de
neurona de Lapicque cuando la actividad presinaptica esta filtrada por
sinapsis. Este modelo es equivalente a un circuito eléctrico con una
resistencia y un condensador en paralelo, y ha sido el ejemplo tipico
estudiado en el campo de la neurociencia tedrica.

A pesar de su simplicidad, ha proveido a los tedricos de una herramienta
muy util pararealizar predicciones sobre el comportamiento de modelos
de neuronas mas realistas.

Nosotros estudiamos el modelo de Lapicque en el caso mas realista en
que la actividad presinaptica es filtrada en primer lugar por sinapsis.
Las sinapsis tienen una constante de tiempo taus, que varia tipicamente
desde unos milisegundos (sinapsis AMPA y GABA,) hasta varias
decenas o incluso centenares de milisegundos (GABAg y NMDA). El
efecto de estas constantes de tiempo tan largas sobre la dinamica
neuronal ha permanecido oscuro.

Tampoco es evidente si estas constantes de tiempo son grandes o
pequeiias comparadas con la constante de tiempo de membrana de la
neurona, taun,, que podria variar entre 1 y 50 ms dependiendo de la
conductancia sinaptica inducida por la actividad presinaptica.

En nuestro trabajo encontramos que las escalas de tiempo sinaptica
proveen a la neurona de un mecanismo para la «deteccion de
coincidencias» en intervalos de tiempo tau,. En nuestro trabajo ilustramos
este comportamiento con resultados analiticos que comprobamos con
simulaciones.
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RESONANCIA EN LA RESPUESTA DE UN MODELO
DE NEURONA CON PLASTICIDAD SINAPTICA
DE CORTA DURACION

DelaRochaJ, Moreno R, PargaN
Departamento de Fisica Tedrica, Universidad Auténoma de Madrid

Se analiza el efecto de la plasticidad sinaptica de corta duracion en la
respuestade unmodelo simple de neurona. El modelo de sinapsis contiene
los efectos de facilitacion y depresion, producidos por la existencia de
calcio residual y por el agotamiento de las vesiculas, respectivamente.
Se simula la evolucion del potencial de una neurona que recibe una
corriente sinaptica. Esta se genera mediante la actividad sincréna de
una poblacion de neuronas presinapticas que disparan en modo aleatorio
con frecuencia f. El agotamiento de las vesiculas impone que la
corriente media sature cuando f crece por encima de valores entorno a
=20 Hz. Asi, la corriente media no contiene informacion sobre fpor
encima de este valor.

Dado que las neuronas presinépticas disparan de forma sincrona, la
fusion de vesiculas ocurre también con un cierto grado de sincronia.
Esto hace que la corriente muestre grandes fluctuaciones, permitiendo
que el potencial de membrana alcance el umbral de disparo. Sin
embargo, cuando f estd en el régimen de saturacion, el grado de
sincronia en la fusion de vesiculas disminiuye, produciendo una
corriente con flutuaciones menores. Esto implica que f disminuye a
medida que faumenta, produciendo una funcion de transferencia con
un maximo situado a una fresonante. En consecuencia, la informacion
sobre cambios en f, cuando f > fu, puede ser transmitida por la
modulacion de las fluctuaciones, que muestran un comportamiento
resonante.

REV NEUROL 2003; 37 (12): 1117-1191
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PATRON DE DISTRIBUCION DE UCP2 EN EL CEREBRO
DE RATAY SURELACION CON LASCATECOLAMINAS:
IMPLICACION EN LA TRANSMISION EN VOLUMEN
RiveraA? Fuxe K", Vaderrama JJ? Pefiafel A2 Gago B?,
Horvath TL ¢, DelaCadleA?

2 Departamento de Biologia Celular, Universidad de Malaga.

®Department of Neuroscience, Karolinska I nstitute. Stockholm, Sweden.

¢ Section of Neurobiology. Yale University. New Haven, USA

La familia de proteinas UCP (uncoupling proteins) se localiza en la
membrana mitocondrial interna y una de sus funciones es la de
interrumpir el gradiente de protones a través de dicha membrana,
disipando en forma de calor la energia destinada a la sintesis de ATP.
En el sistema nervioso central UCP2 se expresa abundantemente en el
hipotalamo, zona donde también se ha demostrado la existencia de una
mayor temperatura y que se haasociado con el control lacomunicacion
interneuronal. En el presente trabajo hemos estudiado la localizacion
de UCP2 en otras areas del cerebro y surelacion con las catecolaminas,
utilizando para ello técnicas inmunocitoquimicas. En el ntcleo
accumbens UCP2 se localiza principalmente en el shell, aunque
existen zonas de baja expresion que se corresponden con areas que
reciben escasa inervacion dopaminérgica. También se han observado
axones arrosariados en corteza, estriado, tubérculo olfatorio, islas de
Calleja y cuerpo calloso que expresan la enzima tiroxina hidroxilasa
(TH). Las células dopaminérgicas de sustancia negra y las células
noradrenérgicas del locus coeruleus también contienen UCP2. El
solapamiento en la distribucion de catecolaminas y UCP2 sugiere que
esta proteina puede desempeiiar un papel relevante en la transmision
en volumen, facilitando la difusion de las catecolaminas en el espacio
extrasinaptico mediante la generacion de gradientes térmicos y
corrientes de conveccion locales.

Financiado por MCYT (BFI2002-00587) y JA (CTS-0161).

P 287

ENTRENAMIENTO MOTOR PREOPERATORIO
Y EVOLUCION POSTOPERATORIA DE MONOS
PARAPLEJICOS

Garcia-Miguel MJ?", Cavada C? Ramdn-Cueto A °
2 Departamento de Morfologia, Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Madrid. ° Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC

Enel contexto deunproyecto dirigido a estudiar en primates laregeneracion
axOnicaen lesiones medulares mediante autotrasplantes de glia envolvente
olfatoria, hemos disefiado un test motor para evaluar y cuantificar la
funciéon motora voluntaria de las extremidades inferiores en monos
Macaca mulatta. El diseflo incluye una silla especifica y un dispositivo
que mide el angulo de desplazamiento de cada extremidad cuando el
animal flexiona la cadera. Esta medida permite calcular la fuerza y el
momento del movimiento. Empleando este dispositivo, monos adultos
machos fueron entrenados a flexionar la cadera en respuesta a una orden;
seles considero bien entrenados cuando realizaban al menos tres secuencias
seguidas de diez 6rdenes consecutivas (se presentara un video).

Una vez entrenados, los monos fueron sometidos a una seccion completa
de sumédula espinal en los segmentos T8-T9. Durante el postoperatorio
estos animales parapléjicos pueden desplazarse y alimentarse de forma
autonoma usando sus miembros superiores en la jaula acondicionada a
sunuevasituacion. Diariamente, los monos reciben cuidados especificos
con atencion especial al vaciado vesical e intestinal, rehabilitacion de
miembros inferiores y prevencion de trombosis venosa. Ademas, se les
realiza una exploracion neuroldgica para valorar su evolucion.
Financiado por la Junta de Castilla y Leon; contribuy6 la ayuda de la
Comunidad de Madrid 08.5/0010/2000.
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INTERACCIONES FUNCIONALESENTRE EL AREA
DE DEFENSA HIPOTALAMICA Y REGIONES
PROTUBERANCIALESCARDIORRESPIRATORIAS

Dawid-Milner MS, Lépez-Gonzdlez MV, Diaz-Casares MA,
Peinado C, Lara JP, Gonzélez-Bar6n S

Departamento de Fisiologia Humana, Facultad de Medicina,
Universidad de Malaga

La estimulacion del area de defensa hipotalamica (aDH) en ratas
produce taquipnea, hipertension y taquicardia. El objetivo de este
trabajo ha sido estudiar las interrelaciones morfofuncionales del aDH
con regiones protuberanciales de control cardiorrespiratorio.

Se valoré la expresion protuberancial de c-Fos tras estimulacion
eléctrica del aDH (trenes 5 s, 1 ms, 20-50 pA, 100 Hz, cada 0,2 Hz
durante 90 min). Se observd presencia significativa de c-Fos en el
complejo parabraquial (cPB) y area AS ipsilaterales. Posteriormente se
estudio la variacion de la respuesta cardiorrespiratoria evocada por
estimulacion del aDH (1 ms, 20-50 A, 100 Hz, 5 s) antes y después de
la microinyeccion de muscimol (0,4 nM en 100 nL) enel cPB y area AS.
Lamicroinyeccion de muscimol en la region medial del cPB o en el area
A5 disminuye so6lo la respuesta cardiovascular a la estimulacion del
aDH (p<0,01). La aplicacion de muscimol en la region lateral del cPB
inhibe la respuesta respiratoria al aDH (p<0,001) y disminuye la
cardiovascular (p<0,01). El estudio se completd con registros
extracelulares de neuronas del cPB y area A5. Se observaron respuestas
excitadoras en neuronas del cPB (latencia de 15,2 + 5,9 ms, n=50) y del
A5 (latencia de 15,2 = 7,5 ms; n=21) por estimulacion del aDH.
Estos resultados aportan nuevos datos del papel de la protuberancia en
la modulacion de la actividad cardiorrespiratoria evocada por
estimulacion del aDH.

Subvencionado por la DGESIC PM99-0163.
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RESPUESTA CARDIORRESPIRATORIA EVOCADA

POR ESTIMULACION DE LA SUSTANCIA GRIS
PERIACUEDUCTAL: FUNCION DEL AREA A5

Peinado C, L6pez-Gonzalez MV, Dawid-Milner MS, Lara JP,
Gonzédlez-Bar6n S

Departamento de Fisiologia Humana, Facultad de Medicina,

Universidad de Mélaga

Laestimulacion de laregion dorsolateral de la sustancia gris periacueductal
enratas (dI-PAG) produce una respuesta cardiorrespiratoria caracterizada
por taquipnea, hipertension y taquicardia. La respuesta cardiovascular
essimilaralaobtenida durante la estimulacion del area AS protuberancial
(Dawid-Milner, et al. Pfliigers Arch Eur J Physiol 2001; 441: 434-43).
Para estudiar el papel del A5 en la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacion de la dI-PAG se realizaron, en rata
anestesiada (pentobarbital sédico, 60 mg/kg IP) y con respiracion
espontanea, microinyecciones de muscimol (50-100 nL, 0,2-0,4 nM)
en el AS. Se estudi6 la variacion de la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacion eléctrica de la dI-PAG (pulsos de 1 ms, 10-
20 A, 100 Hz, durante 5 s) antes y después de la inhibicion de somas
del A5 con muscimol.

Después de muscimol disminuye la intensidad de la respuesta
respiratoria a la estimulacion de la dI-PAG (p<0,01) y la taquicardia,
(p<0,01). No se modifica la respuesta presora.

Estos resultados aportan nuevos datos del papel del drea AS en la
modulacién de la actividad cardiorrespiratoria evocada por la
estimulacion de la dI-PAG y pone de manifiesto la importancia de la
protuberancia como punto de relevo en los circuitos neuronales de
integracion cardiorrespiratoria.

Subvencionado por la DGESIC PM99-0163.
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MARCADORESNUCLEARESDE PROLIFERACION
CELULAR EN LA CADENA MIGRATORIA ROSTRAL

Valero J, Weruaga E, Recio JS, Arévalo R, Alonso JR
Dpto. Biologia Celular y Patologia. Instituto de Neurociencias
de Castillay Ledn. Universidad de Salamanca

La cadena migratoria rostral (RMS) es la region del sistema nervio-
so central de los mamiferos adultos con mayor proliferacién y migra-
cion celular.

Hemos comparado la validez de los marcadores de proliferacion celular:
antigenonuclear de proliferacion celulary bromodeoxiuridina, optimizado
las técnicas de procesamiento de los tejidos y desarrollado un protocolo
para su doble deteccion inmunohistoquimica. El mejor fijador resulto ser
el Bouin-4% (variante del fijador de Bouin con un 4% de paraformaldehido)
y el mejor tratamiento previo a la deteccién inmunohistoquimica de BrdU
fue la incubacion de criosecciones 1 h en HCI 2N a 37 °C. Ademas, el
tratamiento con choques térmicos en medio acido incrementa la intensidad
de la tincion. Gracias a la realizacion de estas pruebas, hemos podido
distinguir entre tres tipos de marcaje nuclear: homogéneo, granular y
homogéneo con granulos densos. Estos distintos tipos de marcaje nos
permiten diferenciar los estadios del ciclo celular de las células de la
RMS, y detectar variaciones en las diversas regiones de ésta. Este
protocolo permite estudiar diferencias en la proliferacién y migracion en
distintas situaciones experimentales que afecten a la RMS.
Subvencionado por DGES (PM99-0068), Junta de Castilla y Ledn,
Fundacion Samuel Solérzano y Plan Nacional sobre las Drogas.
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EFECTO DE LA EXPERIENCIA VISUAL SOBRE LA
VASCULARIZACION DEL CORTEX VISUAL DE LA RATA

Bengoetxea H? Argandofia EG®, Bulnes S? Lafuente JV @
2 Departamento de Neurociencias, ® Departamento de Enfermeriall,
Euskal Herriko Unibertsitatea/Universidad del Pais Vasco. Leioa

Laexperienciamodulael desarrollo posnatal de los sistemas sensoriales,
especialmente durante el llamado periodo critico que en el cortex visual
de larata se situa entre la 3.* y la 5.* semana. Los cambios inducidos por
la experiencia influyen en la demanda energética. Nuestro objetivo es
cuantificar los efectos de la deprivacion y estimulacion de experiencia
visual sobre la vascularizacion cortical.

En el presente trabajo, se ha cuantificado la densidad vascular a lo largo
del desarrollo posnatal (2, 3,4, 5, 6, 7, 8 y 9 semanas) comparando ratas
criadas en condiciones estandares (K), ratas criadas en oscuridad (O) y
ratas criadas en un entorno visual complejo (EC). Para la cuantificacion
de la red vascular se ha utilizado la histoquimia de la lectina LEA en
secciones de parafina. Las ratas han sido criadas conforme a la Directiva
de la UE (86/609/ECC).

Los resultados demuestran que la diferencia de densidad vascular
empieza a ser significativa a partir de la 4.* semana en las ratas EC y
a partir de la 5.* en las ratas O. En ambos casos las diferencias son
maximas en la 9.* semana, siendo un 11,7% menor en el caso de las
ratas O respecto a las K y de un 24,5% mayor en el caso de las ratas
EC respecto a las K, lo que nos indica que el nivel de estimulos
visuales guarda una relacion directa con el desarrollo de la
vascularizacion de la corteza visual.
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EXCITOTOXICIDAD EN CULTIVOSPRIMARIOS
DE CELULASGRANULARESDE CEREBELO
POR LIBERACION DE GLUTAMATO ENDOGENO

Babot Z, Sufiol C
Departamento de Neuroguimica, Instituto de I nvestigaciones
Biomédicas de Barcelona, CSIC (IDIBAPS). Barcelona

Ciertas patologias del sistema nervioso central se han relacionado con
alteraciones en la neurotransmision glutamatérgica, produciéndose
una acumulacion de glutamato en el espacio extracelular que resulta
toxica para las neuronas. Sin embargo, no esta bien establecida cual
es concentracion toxica efectiva de glutamato extracelular.

En el presente trabajo, la aplicacion de un estimulo despolarizante
(100 mM de KCIl) en cultivos primarios de células granulares de
cerebelo produjo una liberacion de glutamato endégeno en el medio
de exposicion, alcanzandose concentraciones de 2-3 uM, las cuales se
relacionan con una disminucion de la viabilidad del 40 %. Ambos
efectos —liberacion de glutamato y muerte neuronal—fueron inhibidos
por antagonistas del receptor NMDA (MK801 y APS5), indicando
muerte por excitotoxicidad. De la misma manera ambos efectos
fueron revertidos por antagonistas del receptor GABA 4 (bicuculina y
picrotoxinina), por el plaguicida organoclorado a-endosulfan y por el
bloqueante de canales de cloruro 4cido niflimico. Otros agentes
bloqueantes de canales de cloruro no tuvieron efecto, asi como
tampoco lo tuvo la bumetanida (inhibidor del NKCC).

En conclusion, ademas de la implicacion de los receptores NMDA, el
mecanismo de excitotoxicidad en celulas granulares de cerebelo presenta
dependencia de canales de cloruro operados por GABA y de canales de
cloruro dependientes de calcio.

Financiado por FIS 01/1318. Z. Babot es becaria predoctoral FPU del
MECD.
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COLOCALIZACION DE MESOTOCINA Y OPSINA

EN EL HIPOTALAMO DE XENOPUS LAEVIS
Alvarez-Vigjo M 2 Cernuda-Cernuda R? Alvarez-L 6pez C?,
Garcia-Lana B2, DeGrip WJP, Garcia-Fernandez JM @
2Departamento de Morfologia y Biologia Celular, Universidad de Oviedo.
® Department of Biochemistry, Universidad de Nimega. Paises Bajos

La existencia de células fotosensitivas extrarretinales y extrapineales,
ha sido establecida en la mayoria de los vertebrados no mamiferos. Se
ha demostrado que estas células llamadas fotorreceptores encefalicos
son esenciales paralaregulacion de los ritmos circadianos y la deteccion
del fotoperiodo.

Empleando un anfibio,Xenopus laevis,y anticuerpos contra proteinas
de la fototransduccion, hemos localizado células positivas en el
encéfalo de esta especie. El marcaje neuronal se encuentra en el
nucleo predptico magnocelular del hipotalamo y las proyecciones
axonales se dirigen hacia la neurohip6fisis. En este nticleo se localizan
neuronas neurosecretoras cldsicas que se caracterizan por se
vasotocinérgicas o mesotocinérgicas. Analizando secciones
consecutivas y realizando dobles marcajes comprobamos que las
neuronas opsinapositivas coexpresan mesotocina, no habiéndose
observado en ninglin caso coexpresion con vasotocina. La proximidad
entre las fibras LHRH y las fibras mesotocina/opsina positivas en
algunasregiones de encéfalo, tales como la eminencia media, sugieren
que podria existir alguna interaccion entre esos dos sistemas.
Proponemos que las neuronas mesotocinérgicas, que estan conectadas
con el sistema GnRH en otras especies, estarian directamente
involucradas en la fotorrecepcion encefalica de Xenopus. Estos
hallazgos representan una notable contribucion a la comprension de
como la luz influye en los ciclos estacionales reproductivos en
vertebrados inferiores.
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LA DEFICIENCIA DE HORMONA TIROIDEA
PROVOCA ALTERACIONESEN LA ORGANIZACION
DE LA ZONA SUBVENTRICULAR EN RATASADULTAS

Montero-Pedrazuela A 2, Sanz-Sancristobal M 2, Perez-Arago M ®,
Escobar del Rey F?, Bernal J?, Garcia-Verdugo JM°,
Guadafio-Ferraz A #

#Instituto de I nvestigaciones Biomédicas Alberto Sols, Consejo Superior

de Investigaciones Cientificas, Universidad Auténoma de Madrid.

b Departamento de Biologia Celular, Universidad de Valencia

La zona subventricular (SVZ) y el giro dentado son las principales areas
de neurogénesis en mamiferos adultos. Se conoce con detalle su
organizacion, incluyendo las células madre, pero apenas se saben los
mecanismos que controlan la proliferacion y diferenciacion en estas
regiones.

Las hormonas tiroideas (HT) son cruciales en el desarrollo y funcion del
sistema nervioso (SN). Su déficit en etapas criticas del desarrollo
provoca graves alteraciones del SN, sin embargo es poco conocida su
actividad en el adulto. El objetivo ha sido estudiar los efectos del déficit
de HT sobre la organizacién dela SVZ enratas adultas, bien hipotiroideas
desde la gestacion o tiroidectomizadas adultas.

Los estudios con microscopia electronica (ME) y proliferacion (BrdU)
indican que el hipotiroidismo, tanto prenatal como adulto, altera la
estructuray composicion celular de la SVZ en el adulto. La SVZ es mas
gruesa y su citoarquitectura esta desorganizada en ratas hipotiroideas y
al ME se ve un alto grado de inmadurez al compararla con SVZ de ratas
normales. Ademas, el nimero de neuroblastos migradores esta
disminuido. Esto podria deberse a alteraciones en la diferenciacion de
los precursores o a variaciones en la proliferacion o muerte celular.
Este estudio indica la importancia del mantenimiento del nicho
neurogénico de la SVZ, asi como su plasticidad y las alteraciones de su
estructura por déficit de HT en el adulto.

Financiacion: AGF es contratada Ramoén y Cajal y AMP es becaria del
MCyT (BFI2001-2412).
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ESTUDIO DE LA PROLIFERACION DE LA ZONA
SUBVENTRICULAR EN RATONESMUTANTES
NULOSPARA LOSGENESDE REGULACION

DEL CICLO CELULAR p53Y p27Kipl

Gil-Perotin S? Garcia-Verdugo JM 2 Zindy F®, Roussel M ®,
Soriano M 2 Casaccia-Bonnefil P°

2Dpto. Biologia Celular, Universidad de Valencia. Burjassot, Valencia,
Esparia. ° <. Jude Children’ s Research Hospital. Memphis, TN, USA.
°Dept. Neuroscience and Cell Biology, UMDNJ. Piscataway, NJ USA

Se conoce la existencia de neurogénesis en la zona subventricular(SVZ)
de cerebro adulto en mamiferos. La SVZ esta compuesta por cuatro

REV NEUROL 2003; 37 (12): 1117-1191

X CONGRESO SENC: COMUNICACIONES POSTER

tipos celulares: neuroblastos(células A), precursores de amplificacion
(células C), células madre (células B) y ependimocitos. Sin embargo,
los mecanismos moleculares que regulan la proliferacion, salida del
ciclo celular y diferenciacion de las células madre atin se desconocen.
Estudios previos demuestran que tanto el gen supresor tumoral, p53,
como el inhibidor del ciclo celular, p27Kip1 se expresan en SVZ.
Anteriormente caracterizamos la SVZ de ratones knock-out (KO) para
el gen p27Kip1. Las células C presentaban un incremento significativo
en los mutantes que, sin embargo, no se correlacionaba con el aumento
de células A. Esto sugeria que diferentes tipos celulares estan sometidos
a distintos mecanismos de regulacion del ciclo celular.

En el presente estudio caracterizamos la proliferacion y diferenciacion
en SVZ de ratones KO para el gen p53, y dobles KO p27Kip1xp53. La
pérdida de la funcion del gen p53 conlleva un incremento de células
A debido a la interferencia en la apoptosis y a un aumento moderado
de la proliferacion. Los dobles KO muestran un incremento mucho
mas llamativo en la proliferacion, y distorsion en la citoarquitectura
de la SVZ. Como conclusion, extraemos que la regulacion del ciclo
celular en la SVZ tiene lugar mediante mecanismos paralelos, no
redundantes, que actilan en un contexto celular especifico.
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CELULASMADRE RESPONSABLES
DE LA NEUROGENESISADULTA EN LAGARTOS

Gonzéez-Granero S? Garcia-Verdugo JM 2 DesfilisEP, Font E°
2Dpto. Biologia Celular, Universidad de Valencia. Burjassot, Valencia.
bnstituto Cavanilles, Universidad de Valencia. Valencia

Los lagartos de la especie Podarcis hispanica presentan neurogénesis
adulta en muchas areas telencefalicas. Las nuevas neuronas se originan
en el epéndimo de los ventriculos laterales desde donde migran a su
destino final para diferenciarse. El objetivo de este estudio es identificar
y caracterizar los tipos celulares responsables de la neurogénesis adulta
en P. hispanica empleando cortes ultrafinos seriados para reconstruir
la composicion y organizacién tridimensional del epéndimo del
ventriculo, autoradiografia con timidina tritiada para identificar las
células madre, y BDA aplicada en la superficie del telencéfalo para
investigar si las células madre son radiales.

Como resultado de este trabajo hemos identificado dos tipos celulares
principales en el epéndimo de los ventriculos laterales: tipo I 'y tipo I1.
Las células tipo I poseen un nico cilio, mientras que las de tipo II son
multiciliadas. Ambos tipos celulares son radiales y poseen una
ultraestructura similar. La proporcion de estos tipos celulares varia en
las distintas zonas del ventriculo, siendo las de tipo I mas frecuentes
en areas de epitelio pseudoestratificado (que sugiere un intensa
actividad proliferativa), y las de tipo II, en areas de epitelio
monoestratificado. A cortos tiempos de supervivencia tras una
inyeccion de timidina tritiada, todas las células marcadas son tipo I.
Esto sugiere que las células tipo I son las células madre responsables
de la neurogénesis adulta en lagartos.
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