Los transcriptos del receptor 5HT se encuentran en neuronas identificadas del
SNC, las cuales son inducidas o inhibidas a regenerar por la serotonina
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INTRODUCCION

La pregunta de este proyecto es determinar la presencia de los receptores de serotonina 1Ay 2, que son
determinantes de la regeneracion neuronal, en neuronas identificadas del sistema nervioso central.
Diversas afecciones neuroldgicas tienen su fundamento en la falla de regeneracion neuritica en neuronas
en el sistema nervioso central. En la solucién de esta falla pueden participar multiples factores. El
neurotransmisor monoaminérgico serotonina puede regular la movilidad y la conducta de los animales y a
nivel celular, también puede regular el crecimiento neuritico. Lo que sugiere su participacion en la
regeneracion neuronal. Previamente nosotros reportamos que la serotonina induce o inhibe Ila
regeneracion neuritica de neuronas del SNC en cultivo, dependiendo del tipo neuronal sobre el cual actta.
En neuronas Rz induce inhibicion de la neuritogénesis en cambio, en neuronas AL1 induce crecimiento en
las neuritas (3). Se ha reportado una gran diversidad de receptores de serotonina y muchos de ellos
tienen subtipos, todos ellos con diferentes funciones tanto excitadoras como inhibidoras de la actividad
neuronal.

Objetivo: Determinar si la capacidad neuritogénica de las neuronas Rz y AL1 en cultivo estd asociada a la
expresion de diferentes tipos de receptores en su membrana celular y si el tipo de receptores 2 y 1 esta
presente en las neuronas identificadas AL1 y RZ.

Para determinar la presencia de los receptores de serotonina 1Ay 2 se utilizé el SNC de la sanguijuela un
anélido con un SNC ganglionar simple con la capacidad de regenerar lesiones en sus SNC
espontaneamente (imagen central superior. El organismo tiene 10 cm de longitud. Foto tomada por
Allison Figueroa y José Luis Garcia). En cada ganglio de 0.5 mm, 400 neuronas controlan todas las
funciones del segmento del animal (imagen central (5)). Estas neuronas estan bien identificadas, se
pueden extirpar con precisién (imagen inferior izquierda) (5) y se pueden cultivar en condiciones
controladas. E) Las neuronas identificadas regeneran patrones morfofisiologicos dependiente de su
identidad y del sustrato (De-Miguel y Vargas, 2000) [1] (Escala de 50 um). En esta preparacién se probé el
efecto de la serotonina a nivel celular, y la presencia de los receptores a nivel ganglionar.
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(A) Fotografia con microscopia de contraste de fase que muestran .
que serotonina induce neuritogénesis de forma diferencial en o)
neuronas Rz y AL1 del SNC. (B) Diagrama del efecto diferencial de la .
. e .z il 1
serotonina sobre las neuronas Rz y ALl. (C) Grafico de extensién i H
neuritica. En neuronas AL1 incrementa 8 veces la longitud neuritica; e

asimismo, inhibe la extension neuritica en neuronas Rz cultivadas en
Concanavalina A, reduciendo la extensién hasta 98% (3).
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Forward: 5" TCGTCCAACTGCACTCTCTC 3° Into the pCR™-Blunt li-Topo® vector
Reverse: 5" AGGGGTTGAAGAGGCTGTTG 3
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TGTTGTTTAC TGATGTTGAT TITATOGATT TCATGITAAT TCCAAGATAT
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n situ Hibridization

Negative control (no signal) SHTA2 receptor expression (signal)

Forward: 5" ATGCCTTCATCTGCCTCTCG 3
Roverse: 5' CCAAGCATGCATCACCGAAG 3

Para determinar la presencia de los receptores de serotonina en las neuronas AL1 y Rz se sintetizaron
sondas oligonucleotidicas en base al transcriptoma de la sanguijuela (imagen izquierda) (4) y en
colaboracién con el Dr. David Garciadiego, se disefiaron las secuencias sentido y antisentido de las
sondas oligonucleotidicas (imagen derecha).

R5HT1A R5HT2

Para la deteccion de la presencia de los transcritos se hibridaron las sondas. En tres ganglios del SNC de la
sanguijuela las sondas para el receptor 2 hibridaron con las neuronas AL1, mientras que la sonda para el
receptor 1A hibridd con las neuronas Rz. Barra de escala 0.1mm.

CONCLUSIONES

La serotonina induce la neuritogénesis de neuronas AL1, y la hibridacion con la sonda

para el receptor tipo 2, sugiere que esta induccion es mediada por el receptor 5ht2. La
serotonina inhibe la neuritogénesis de neuronas Rz y la hibridacién con la sonda para el
receptor tipo 1A, sugiere tal inhibicién es mediada por el receptor 5ht1A.

DISCUSION Y PERSPECTIVAS

De interés fue encontrar que las sondas de los receptores 1A y 2 estuvieran en las neuronas
Rz. Siendo que estas neuronas inhiben su crecimiento en presencia de serotonina, falta
abordar la pregunta del porque la respuesta se va a la inhibicion.
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