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Resumen 
Normalmente la serotonina (5-HT) es reconocida como uno 
de los neurotransmisores clásicos en el cerebro adulto. Resul- 
tados de nuestro laboratorio han permitido plantear un papel 
trófico de la 5-HT en el cerebro fetal. La estimulación de la 
síntesis de la 5-HT durante la gestación con el precursor, el 
L-triptofano (L-Trp) ha mostrado la existencia de la maqui- 
naria biosintética de esta amina en el cerebro fetal, activán- 
dose la enzima limitante de la vía biosintética, en etapas 
tempranas de la neurodiferenciación. Los intentos de demos- 
trar directamenteun sistemade reconocimiento de la 5-H'T en 
esiructuras neuronales en diferenciación, hasta ahora no han 
sido concluyentes. Nosotros usamos una preparación especí- 
fica de conos de crecimiento axónico (CCA), proveniente de 
neuroblastos del cerebro fetal de rata. En estas estrnciuras 
neuronales en proceso activo de diferenciación demostramos 
un sistema de caphira de la 5-HT, saturable, dedta afinidad, 
y una alta velocidad de captación, así como la posibilidad de 
una liberación regnlada de la amina En CCA posnatales la 
captación de 5-HT se lleva a cabo como en el cerebro adulto, 
mientras que en los CCA de cerebro fetal las características 
de captura parecen estar en un estadio de transición. También 
en estas estrncluras demostramos directamente, por primera 
vez en estrncturas del cerebro fetal, un sistema especifico de 
sitios de unión de la ('H) 5-HT, saturable y de alta afinidad. 
Estos resultados en conjunto apoyan fuertemente nuestro 
planteamiento de un papel trófico importante de la 5-HT 
durante la neurogénesis. 

Summary 
Currentlyserotonin (S-HTJ isrecognized asone oJfhe classic 
neurotransmitters in the adult brain. Results Jrom our 
laborafory have suaested a trophic role of5-HTin thefetal 
brain. Sfiinulotion oJS-HTsynthesis duringgestation wifh its 
precursor, L-fryptophan, has shown the existente oJ 
biosynfhetic machinery Jor this amine in the Jetal brain. 

Attemptsto demonstrate directly amolecularrecognizing 
system Jor S-Ht in the fetal bmin have not been conclusive 
unhlnow. We haveprofrfedofaspecialpreparationoJaxonal 
growth cones (AGC) derivedfrom neuroblastsof fhe ratfetal 
brain. In this neurona1 structures actively differentiating we 
were able todemonstrate ahigh-affinity andsaturable uptake 
sysfem Jor 5-HT and fhe possibilty o f a  regulated release oJ 
the amine. In postnatal AGC the S-Ht uptake has similar 
kinetics to fhe adult, whereas Jeta1 AGC have a transifional 
uptake kinetics wifh a higher Vmax Jor the amine. Also in 
these structures we demonsfrated, directly,jor thefrrst time, 
a specijic bindingsystem Jor ?H)S-HT, saturable, reversible 
and ofhigh aflnity. 

Altogefher, these results strongly support the hypothesis 
oJan importan1 frophic role oJ5-HT durrng neurogenesis. 
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Introducción el décimo quinto día de vida prenatal se puede inducir un 
La serotonina (5-HT) es reconocida como uno de 10s aumento de la actividad de la enzima limitante en la síntesis 
neurotransmisores clhsicos en el cerebro adulto.' Sin embar- de la 5-HT, tnptofano-5-hidroxilasa (T-5H) en el cerebm 
go, los sistemas aminérgicos están presentes en etapas tem- fetal, como respuesta al tratamiento de ratas gestantes conL- 
pranas del desarrollo cerebral de la rata 2En lo que respecta Tm. Que es el precursor de la síntesis, Fujimiya y col,'con el . . . . 
al sistemaserotonérgico. Hernándezy coP"reportaron queen mismo procedimiento, observaron que mis tempranamente, 
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en el decimotercer día de gestación hay neuronas capaces de 
sintetizar serotonina. Otros aiitorcs"' usando técnicas 
ininunocitoquímicas con antisuero especifico a 5-HT cncon- 
traron que laexpresión del fenotipo serotonérgico empieza en 
el díaembrionario doce. Todos estos datos sugieren, primero, 
que existen neuroblastos serotonérgicos que empiezan a 
sintetizar serotonina en etapas muy tempranas del desarrollo 
cerebral y, segundo, apoyan el planteamiento de que la 5-HT 
tieneotrasfuncionesenesteperiododela neurodifcrenciación, 
probablemente como un factor trófico."Si la 5-HT tiene un 
papel funcional en la neurogéoesis debe existir un sistema 
especifico de receptores para su reconocimiento en las células 
blanco, asi como un sistema de captura y liberación con una 
cinética bien definida. 

Resultados ya reportados sugieren la presencia de un 
sistema funcional de receptores a la 5-HT en el cerebro fetal 
de rata. En nuestro laboratorio hemos observado que las 
curvasde desarrollo posnatal desitios deunión de la ('H)5-HT 
a membranas del cerebro, no empiezan desde cero al naci- 
miento, lo que ha sido confirmado por otros au torc~ . '~"  
También Whitaker-Azmitia y ~ols'~encontraron queel trata- 
mientoprenatal conp-clorofenilalanina @-CPA), uninliibidor 
específico de la 5-HT, inducia cambios posnatales en el 
número final de sitios de reconocimiento a la ('H)S-HT. 
Bruinick y cols,"por otra parte, reportaron la posible presen- 
cia de sitios deunión del tipo S,en el cerebrode rata fetal, sin 
mayores datos sobre su cinética. 

En relaciónaun sistema de captura para 5-HT, Noniura y 
col'l y Kirksey y Slotkin" reportaron que en el cercbro 
posnatal de rata habia diferencias durante el desarrollo y de 
acuerdo con la región, en la Vmax, pero no en la afinidad 
(Km). Sus resultados también sugerían qne un sistema de 
capturade 5-HTdebeestarpresente en el cerebro fetal de rata. 

Los conos de crecimiento axonal tienen un papel inipor- 
tmte durante el desarrollo ~erebral."~'~De hecho, el cono de 
crecimiento axónico, que se encuentra en cl extremo del axón 
en desarrollo es responsable no sólo de su crecimiento. sino 
también de la vía neurona1 a la que va a pertenecer y de las 
sinapsis específicas que se forman con las ncuronas blan- 
co."JSHaydon y col" han demostrado que en neuronas 
cultivadas del Helisoma, la 5-HT ejerce un efecto inhibitorio 
en la motilidad del cono de crecimiento y en la formación de 
las sinapsis eléctricas. En el presente estudio aislamos conos 
de creciniiento axonal a partir dcl cerebro fetal y dcl cerebro 
de rata recién nacida, y exploramos la presencia de los 
sistemas de reconocimienlo de la 5-HT y de si8 liberación, en 
esta preparación especifica de la axogénesis queson los conos 
de crecimiento axóuico. Debido a que es niuy probable que el 
Caiijuegue un papel importante en la actividad de los CCA 
y a la posibilidad de que la 5-HT regule la concentración de 
este ion, se iniciaron también mediciones de Ca" en la 
preparación dc CCA. 

Material y métodos 
Fracciones enriquecidas con CCA se aislaron de acuerdo al 
método depfenninger y ~ol: '~Los cerebros de rata de 17 días 
de edad gestacional se homogeneizaron en 10 volúmenes de 
sacarosa 0.32 M, conteniendo en nM: MgCI,  1; y TES- 
NaOH, 1, pH 7.3 a 700 rpm y cinco pasadas en un 
bomogeneizadorThomas devidriocon émbolodeteflón (0.25 
mm de claridad). El homogeneizado se centrifuga a 1660 x g, 
durante 15 minutos para eliminar núcleos y restos celulares 
en una centrífuga Sorvall usando el rotor SS-34. El 
sobrenadantesecoloc-aenungradiente discontinuodesacarosa 
(2.66 a 0.75M), se centrífuga a 240,000 x g durante 60 
minutos usando un rotor vertical Beckman 60Ti. Se obtwie- 
ron tres bandas (A, B y C), las cuales se recolectaron y se 
colocaron por separado. La fracción enriquecida con CCA 
corresponde a la banda A (obtenida en la interfase entre la 
muestra y la sacarosa 0.75 M), se diluyó con 10 ml de una 
solución amortiguadora fria de Tris-HCl 0.1 M, ph 7.3, se 
centrifugó a 240,000 x gdurante 40 minutos. La pastilla final 
se resuspendió en solución amortiguadora fria de Tris-HCI 
0.05 M, pH 7.3. En los ensayos de captura de ('H)5-HT y 
determinación de la concentración de Ca"se utilizó la sus- 
pensión fresca. Para las otras determinaciones se congeló a - 
40°C hasta que se efectuaron los ensayos correspondientes. El 
método de Gordon y Lockerbiez' se usó para aislar CCA de 
cerebro de rata de cinco días de edad posnatal. Brevemente: 
el tejido cerebral se hnmogeneizó en ocho volúmenes de una 
solución de sacarosa 0.32 M amortiguada a pH 7.5 con 
HEPES 2 mM (SA). El homogeneizado se centrifugó a 200 x 
g durante 5 minutos a 4'C en una centrífuga Sorvall RC-SC, 
utilizando el rotor SS-34. El sobrenadante (S,) se separó y la 
pastilla p,) se resuspendió en SA para centrifugarse nueva- 
mente, el sobrenadante obtenido se mezcló con S, y se 
centrifugaron a 40 000 x g durante 15 minutos a 4'C para 
obtener la pastilla P,y el sobrenadante S,el  cual se descartó. 
La pastilla P, se lavó dos veces por centrifugación a 40 000 x 
g durante 20 minutos para obtener la pastilla P,, la cual se 
resuspendióen solución de SA a unvolumenfinal de 4 ml por 
cada seis cerebros utilizados. La suspensión se colocó en 30 
ml de una solución de ficoll al 7 por ciento en SA y se 
centrifugó a 50 000 x g durante 20 minutos en una 
ultracentrífugaBeckmanL5-75, utilizandoel rotor decolum- 
pio SW-28. Después de lacentrifugación la b a n d e n  
la interfase entre la muestra y el ficoll se recolectó y se diluyó 
en 8 ml de solución de SA, enseguida se mezcló con un 
volumen igual de solucióndeficoll al 14 por cientoen SA. La 
mezcla se colocó sobre un colchón de glicerol y se cenúifugó 
a30000xgdurante60 minutosa4"C. utilizando el rotor SW: 
28. Al término de la centrifugación se separaron dos fraccio- 
nes F ,  y F,, las cuales se colectaron y diluyeron con solución 
deKrebspara losensayos decapturade (X) 5-HT. Se hicieron 
controles para verificar las características estmchirales de 
ambas preparaciones, procesando las fracciones con procedi- 
mientos convencionales de microscopía electrónica. 



Captura de í.'H)5-HT: Muestras de CCA de cerebro fetal 
y posnatal de rata, equivalentes a 0.4 mg de proteina, se 
incubaron durante 10 minutos a 3 7 T  en 0.3 ml de solución 
de Krebs, pH 7.4, conteniendo pargilina (0.lmM) y acido 
ascórbico 0.01 por ciento. Se adicionaron diferentes wncen- 
traciones de ('w5-HT (21 Cimmol, Dupont New England 
Nuclear) desde 12.5 hasta 300 nmoles para iniciar el ensayo 
de captura. A los 10 minutos la reacción se paró por dilución 
con 5 ml de solución deKrebsfrio y filtración rápidaal vacío 
con filtros Whatman GFB. Los filtros se lavaron dos veces 
con 5 m1 de solución de Krebs ñío y se colocaron en un vial 
conteniendo 12 ml de líquido de centelleo aquasol. La 
radiactividad se midió en un contador de centelleo liquido 
BeckmanLS 7800. Las muestras incubadas a 0°C a través del 
ensayo s i ~ e r o n  como blancos. Para obse~ar la  dependencia 
de Na* se comeron muestras en presencia y ausencia del ión, 

ensayo. La diferencia entre la unión total y la no espedfica se 
consideró como la unión especifica. La unión especifica fue 
el 50 por ciento de launión total. Bmaxy Kd se calcularon por 
gráf~cas de S~atchard.~'Las proteínas se determinaron de 
acuerdo al método de Lowry y col." 

~mibidn se estiidió el efccro de la fluouctina. un inhibidor de 
1nc;ipiura de 5-1 IT, adicionhdola a una concentración de lo 
'M. La captura activa se calculó como la diferencia entre la 
capturaaOnC y a 37°C. Las constantes cinéticas de lacaptura 
de 5-HTse calcularon usando un programa computarizado." 

Liberación de (>H)-SHT: En esteensayo primerose realizO 
un experimento de captura de (%)S-HT a una concentración 
de 100 nM en las condiciones ya descritas. Al término de la 
captura se cenüifugaron y se lavaron dos veces en solución 
Krebs normal apH7.4. El experimento de liberación de ('H)5- 
HT se inició agregando Krebs normal pH 7.4 a unas muestras 
de CCA para observar la liberación tónica, a otro grnpo de 
muestras se les adicionó solución de Krebs que contenia K+a 
una concentración de 30 mM y se incubaron a diferentes 
tiempos (1-30 minutos) a 3792, al término de los cuales se 
oentrifugamny se tomaronalicuotasde 100 mldel sobrenadante 
que se colocaron en un vial con liquido de centelleo aquasol. 
La radioactividad se midió en un contador de centelleo 
Beckman LS 7800. 

Unión de ('H)5-m. Conos de crecimiento axónico de 
cerebro fetal se lisaron con solución amortiguadora Tris-HC1 
5 mM, pH, 7.4 y se incubaron durante 10 minutos a 37T,  
lavándose dos veces con la misma solución amortiguadora. 
Alicnotas de las membranas resuspendidas de CCA equiva- 
lentes a 0.4 mg de proteina se incubaron a 2 2 T  en 0.3 m1 
(volumen final) de Tris-HC1 50 mM, pH 7.4, conteniendo 
pargilina0.l mMy acidoascórbico0.01 porciento.Elensayo 
de unión se inició al adicionar diferentes concentraciones de 
('H)5-HT desde 0.5 hasta 25 nM. Puestoqueen experimentos 
previos se observó que el equilibrio se alcanzaba entre los 10 
y los 15 minutos (Figura 1), la reacción se detuvoa este tiempo 
por dilución con 5 ml de solución amortiguadora Tris-HCI 
fria y filtración rápidaal vacío en filtros Whatman GFB. Los 
filtros se lavaron dos veces, se colocaron en viales con liquido 
de centelleo y se contaron en el mismo tipo de contador. Para 
definir la unión no especifica de ('H) 5-HT, se procesaron 
muestras que contenían 5-HT no marcada 1mM a través del 
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UNION DE (3H)5-HT EN CONOS DE 
CRECIMIENTO AXONI CO. 

Ensayo inmnno-histoquímico 5-HT: Conosdecrecimien- 
to axónico de cerebro fetal se incubaron a 37'C con 5-HT 100 
nM en solución amortiguadora de fosfatos (PBS) durante 10 
minutos, se fijaron w n  una mezcla de fonnaidehido al 2% 1 
glntaraldehido 0.25 por ciento, segundode un IavadodePBS. 
Los CCA se incnbaron nuevamente durante una hora a 37°C 
en una dilución 11100 del antisuero antiserotonina (Eugene 
Tech. International Inc.) y se mantwo toda la noche a 4'C. 
Las muestras se enjuagaron en PBS, se incubaron en la 
obscuridad durante una hora, a 37T, en un complejo de 
avidina-bictina-peroxidasa diluido en PBS, conBSA 0 . 5 % ~  
se enjuagó otravez en PBS. La inmnno-reactividad se desa- 
rrollóde l o a  15 minntosen una solución dePBS quecontenia 
3,3diaminobenzidina (DAB) tetrahidroclorada al 0.01% y 
peróxido de hidrógeno 0.01 por ciento a temperatura ambien- 
te. Finalmente los CCA se sometieron a los procesos wnven- 
cionales para microscopia electrónica. 

Concentración de Ca*: Se resuspendieron CCA aislados 
decerebrofetalen 1 m1 desoluciónqneconteniaenmM: KC1, 
10; NaCI. 120; MgCI,, 1.5; glucosa, 10; CaCl,, 2 y Tns- 
HCl, 30, pH 7.4. Se adicionó Queen-2AM a una concentra- 
ciónfinal de20 mMy seincubarona3TCdnrante30 minutos, 
se centrifugaron en unamicrocentrífuga durantedos minutos, 
se retiró el sobrenadante y la pastilla se lavó dos veces w n  la 
solución anterior. La pastilla lavada se resuspendióen 1 ml de 



solución a 37°C y se midió la fluoresencia (F) en un 
espectrofotofluorómetro Aminco Bowman a una longitud de 
emisión de 490 nM y de excitación de 340 nM. Para observar 
el efecto de la 5-HT sobre la concentración de calcio se 
adicionó 5-HT 1 mM. Para observar la fluorescencia máxima 
(Fmax), las vesiculas de CCA se lisaron con digitonina 100 
mM. La fluoresencia mínima (Frnin) se midió por adición a 
EGTA 5 mM. Paracalcular la concenlraciónde Ca"seuti1izó 
la siguiente fórmula: [ Ca*] =Kd ( F-Fmin ) / (Fmax - F ). 
Kd = constante de disociación del calcio = 115 nM. 

Resultados 
En la Figura 2A.B se muestran las curvas de cinética de la 
captura de ('H)5-HT y sus correspondientes gráficas de 
linearización de acuerdoaLineweaver-Burk2'en CCAfetales 
y posnatales, respectivamente. Las constantes de Km y Vmaw 
correspondientes se muestran en el Cuadro 1. 
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Cuadro 1. Constantes cinétias de la captación de (=H)5-HT 
en conos de crecimiento axónico. 

p 0.00005; "p<O.W5 l 
En la Figura 3 se resumen los resultados de la liberación 

de la CH)-5HT capturada, después de un pulso deKt. Efecti- 
vamentea los 20 minutos seobserva unaumentodelos niveles 
extracono de 5-HT. 

LaFigura 4 muestra la curva de saturación de la unión de 
('H)5-HTy su gráfica de Scat~hard.~'Laafinidad corresponde 
a unaKd de 4.21 nM y una Bmax de 22.46 pmol (3H)5-HT/ 
rng proteína. La captura de la ('H)5-HT en CCA lisiados fue 
de cero en condiciones experimentales de unión, por loquesu 
contribución en la unión mbima (Bmax) fue nula. 
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C U R V A  DE U N I O N  DEPHI5-HT E N  CONOS DE 
C R E C I M I E N T O  AXONICO. 

F E T A L E S  

En IaFigura 5A observamos las electromicrografías obte- 
nidas para la localización inmunohistoqnímica de 5-HT en la 
preparación de CCA. En la Figura 5A vemos la fracción de 
CCA fetales. El diámetro de las partículas varía de 0.3 a 0.7 
mm; estas pa~ticulas contienen material fibrilary vaniolas. Se 



observan también algunos contaminantes celulares no espe- 
cíficos. Las fechas abiertas señalan los CCA teñidos con el 
anticuerpo anti-serotonina. Nótese que no todoslos CCA son 
marcadores por el anticuerpo. En la figura 5B se muestrauna 
amplificación de los CCA para poder observar los gránulos 
marcados de5-HT señalados por las flechas, localizada en las 
membranas y en el interior de los CCA. 

La Figura 6 muestra una amplificación de los CCA 
aislados del cerebro posnatal a la edad de cinco días. Su 
aspecto es m h  denso que los CCA fetales y su diámeirovaria 
de0.7a1.2 mm, contienen en su interiorreticulo endoplásmico 
liso, mitocondrias, vesículas granulares y pequeñas vesículas 
claras. En esta preparación también se observa material 
contaminante no especifico, como restos de membranas y 
pequeños fragmentos celulares. 

Respecto al contenido de CaUlos resultados seresumen en 
el cuadro 3. Se observó una concentración intracono de 200 
M, que al administrar un pulso de 5-HT de 6 x 10 "M, 
disminuye. 

Cuadro 2. Captación de (")S-HT en wmis de 
crecimiento axóniw fetales. 

nmol (3H)5-HT/mg p r o a  

En presencia de Na* 19.78 i 1.3' 
En ausencia de Na+ 11.62I1.8- 

'PC0.005 
X f de tres experimentos hechos en muestns p r  duplicado. 

1 Cuadro 3. Contenido de calcio libre 

Fracción Control 5HT, 6XlW'M 

224 I 7 (2) 178 
193 i  2(2) 148f6(2 )  
325 * 18 (4) 248 i 4 (2) 

A. Fracción enriquecida w n  CCA 
B,C. Fracciones con otro material celular 

Discusión 
La morfología ultraestnictwal de los CCA aislados en el 
presente estudio corresponde a la ya descrita en la literatu- 
ra.'9J0 Se obse~aron los componentes vaniolares que acom- 
pañan normalmente a la filopodia y la melopodia. Asimismo 
observamos, como era de esperarse, retículo endoplásmico, 
mitocondrias y vesículas claras y densas sobre todo en los 
conos procedentes del cerebro posnatal, propias de estnictu- 
ras presinápticas en formación. Estos rasgos morfológicos 
especificos son característicos de conos de crecimiento aisla- 
dos por los procedimientos e~npleados'~~'lo que deíine a la 
banda Acomo una fracción enriquecida convesículasderiva- 
das de conosde crecimiento axónico como las que mostramos 
en las eleciromicrografias de las Figuras 5 y 6. 



Encontramos que tanto los CCA fetales como posnatales 
tienen un sistema sainrable decaptura de alta afinidad para la 
f3Q5-W. En los conosfetales lacapturadependeenun50 par 
ciento de la concentración de Na+(ver Cuadro 2) y se obsemó 
unainhibición del 70porciento en presenciadefluoxetina 10- 
'M. En el adulto la captnra de 5-HT depende totalmente de la 
concentración de Na+16 y es inhibida un 90 por ciento por 
fluoxetina." Probablementeen los CCA el sistema de captura 
está en una etapa de transición en relación a su capacidad 
funcional, y por esta razón la dependencia del Na'y el efecto 
de la flooxetina son diferentes. Nuestros datos de cinética de 
la captación de (9)s-HTpor CCA no apoyan la presenciade 
diferentes isotipos del trasportador en el periodo prenatal y 

en diferenciación y captación de la serotonina. Estos datos 
fortalecen la hipótesis del papel trófico de la 5-HT en el 
cerebro fetal. 
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