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RESUMEN

El proceso de diferenciacion neuronal integra multiples senales que inducen
cambios transcripcionales, morfoldégicos y electrofisioldgicos, estas sefiales
modifican las propiedades de las células precursoras neurales durante su proceso
de proliferacién, maduracion y migracion. Se ha identificado un niumero importante
de neurotransmisores y biomoléculas que sirven como sefales moleculares para
desencadenar, regular y guiar este proceso. En este sentido, la taurina, un
aminoacido no esencial, modula el proceso de diferenciacidon neuronal. En este
trabajo, describimos el efecto de la taurina a través de su interaccion con el receptor
ionotrépico GABAA y el receptor metabotrépico GABAs durante el proceso de
diferenciacion neuronal y las propiedades electrofisiologicas de las células
precursoras neurales. La taurina estimulo la generacion de neuritas y favorecioé la
complejidad dendritica de estas células. Esto estuvé acompafiado de cambios
electrofisiolégicos que reflejan la madurez de estas neuronas. A nivel farmacolégico,
el bloqueo del receptor ionotropico GABAA inhibié estos efectos, mientras que la
estimulacién del receptor metabotropico GABAs no tuvd efectos positivos en el
proceso de diferenciacion mediado por taurina. Sorprendentemente, el bloqueo del
receptor GABAs con CGP 55845 estimuld el crecimiento de neuritas, aumentd la
complejidad dendritica y mejor6 la cinética de las corrientes de membrana de las
células precursoras neurales, por lo que estos receptores podrian tener roles
bidireccionales y posiblemente antagonistas en la regulacion del crecimiento y
maduracion neuronal. Ademas, mostramos que la movilizacion de Ca?* intracelular
y la activacion de diferentes cascadas de sefalizacidbn mediadas por las cinasas
CaMKIll, ERK1/2 y Src son fundamentales en este proceso. Los efectos de la taurina
en el proceso de diferenciacion estan asociados a la movilizacion de Ca?*
intracelular y la subsiguiente activacion de cascadas de sefalizacion intracelular, ya
que la quelacién de calcio intracelular con BAPTA-AM vy la inhibicién de CaMKIl,
ERK1/2 y Src inhibieron el crecimiento de neuritas de las células precursoras

neurales de la zona subventricular.



ABSTRACT

The process of neuronal differentiation integrates multiple signals that induce
transcriptional, morphological, and electrophysiological changes. These signals
modify the properties of neural precursor cells during their proliferation, maturation,
and migration. A significant number of neurotransmitters and biomolecules have
been identified as molecular signals that trigger, regulate, and guide this process. In
this context, taurine, a sulfur-containing non-essential amino acid widely expressed
in the mammalian brain, modulates the neuronal differentiation process. In this work,
we describe the effect of taurine through its interaction with the ionotropic GABAa
receptor and the metabotropic GABAs receptor during the neuronal differentiation
process and the electrophysiological properties of neural precursor cells. Taurine
stimulates the generation of neurites and promotes the dendritic complexity of these
cells, accompanied by electrophysiological changes that reflect the maturity of these
neurons. At the pharmacological level, inhibiting the ionotropic GABAAa receptor
prevents these effects, whereas activating the metabotropic GABAg receptor does
not enhance the taurine-induced differentiation process. Surprisingly, the blockade
of GABABR with CGP 55845 stimulates neurite outgrowth, dendritic complexity, and
the membrane current kinetics of neural precursor cells. Therefore, these receptors
may have bidirectional and possibly antagonistic roles in the regulation of neuronal
growth and maturation. The mobilization of intracellular Ca?* and the activation of
different signaling cascades mediated by CaMKIl, ERK1/2, and Src kinase are
fundamental in this process. The effects of taurine on the differentiation process
entails the mobilization of intracellular Ca?* and the activation of subsequent
intracellular signaling pathways. The chelation of intracellular calcium using BAPTA-
AM and the inhibition of CaMKII, ERK1/2, and Src kinase hindered neurite outgrowth

in neural precursor cells from the subventricular zone.



INTRODUCCION

1 Neurogénesis

La neurogénesis es el proceso a travées del cual se generan
nuevas neuronas funcionales a partir de células precursoras neurales (CPNs)
(G. L. Ming & Song, 2005). A principios del siglo XX, cuando las bases de la
neurociencia se establecieron, se creia que el nUmero de neuronas dentro del
sistema nervioso central (SNC) no cambiaria durante la vida, esto debido a la
compleja estructura cerebral, la gran cantidad de neuronas, las intrincadas
conexiones que hay entre ellas y la falta de mejoria después de enfermedades
neurodegenerativas o en casos de lesién. Altman y Das (1965), utilizando
experimentos con S3H-timidina, proporcionaron las primeras pruebas que
indicaban que podrian producirse nuevas neuronas en el cerebro de la rata.
Ademas, se demostrd la presencia de células marcadas en la zona
subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales, asi como la migracién de
estas células hacia el bulbo olfatorio a través de una estructura que se
denominé “via migratoria rostral” (Altman, 1969). Estos descubrimientos
abrieron la oportunidad de tratar de aprovechar la neurogénesis en adultos con
la intencion de reparar el dafo producido en el tejido nervioso. Ademas, la
neurogénesis en adultos representa una forma adicional de plasticidad en el
cerebro de los mamiferos, desafiando la creencia de que esta capacidad
disminuia significativamente durante o después del desarrollo. Actualmente,
sabemos que en los mamiferos las neuronas se generan de manera continua
y funcional, integrdndose en las redes neuronales existentes en el cerebro
adulto a lo largo de toda la vida del organismo. Como se muestra en la Figura
1, la neurogénesis en adultos ocurre principalmente en dos areas del SNC: la
zona subventricular de los ventriculos laterales y la zona subgranular (ZSG)
del giro dentado en el hipocampo (Eriksson et al., 1998; Kuhn et al., 2018; G.



li Ming & Song, 2011). Las CPNs se encuentran distribuidas en todo el SNC y
se caracterizan por propiedades celulares muy particulares, como un alto
indice de proliferacién, la capacidad de autorenovarse y diferenciarse en

diversos tipos celulares.
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Figura 1. Principales regiones neurogénicas en el cerebro adulto del ratén. En la
parte superior se muestran la SZV'y la ZSG en secciones coronales y sagitales del cerebro
del raton. En los recuadros inferiores, los progenitores neuronales presentes en la ZSV 'y
la ZSG. Adaptado de Bond, Ming y Song (Bond et al., 2015).

De manera general, se han descrito los dos nichos neurogénicos adultos mas
importantes en el cerebro del roedor: la ZSV de los ventriculos laterales y la
ZSG del giro dentado del hipocampo (Bond et al., 2015). Sin embargo,
estudios recientes muestran actividad neurogénica en las paredes del tercer
ventriculo (Dietrich & Horvath, 2012; Lee & Blackshaw, 2012). Otras



investigaciones sugieren el potencial neurogénico de otras regiones
cerebrales, que bajo ciertas circunstancias pueden activarse y producir células
gliales y neuronas. Por ejemplo, los astrocitos del cuerpo estriado poseen un
potencial latente de células progenitoras que se activa después de un
accidente cerebrovascular que genera células gliales y neuronas (Figura 2)

(Magnusson et al., 2014).

Cerebro del roedor Cerebro Humano
Neocorteza

Giro dentado Zona

Neocorteza Subventricular
Estriado
Giro dentado
-

Zona

Subventricular . ,
Estriado  Hipotalamo

Figura 2. Sitios de neurogénesis en el cerebro de roedores y humanos adultos. Las
regiones en las que ocurre neurogéenesis a lo largo de la vida (color verde), en respuesta
a una lesién (color amarillo), o en las que no ocurre neurogénesis (color rojo). Figura
modificada de Company of Biologists, de Magnusson & Frisen (Magnusson et al., 2014).

La composicion celular del nicho neurogénico de la ZSV es compleja, no solo
por la variedad celular sino también por la localizacion y las interacciones
celulares que ejercen entre ellas (Figura 3). Estas células comparten muchas
propiedades con los astrocitos, por ejemplo, la expresion de marcadores de la
proteina acida fibrilar glial (GFAP) o la proteina SOX2 (Doetsch et al., 19973a;
Lim & Alvarez-Buylla, 2016). Sin embargo, también expresan Nestina, un
marcador asociado con células progenitoras neurales (Doetsch et al., 1997a).
Las CPNs de la ZSV entran en contacto directo con el ventriculo y estan

rodeadas de células ependimarias que forman la llamada "estructura de



roseta". Las CPNs de la ZSV son mayormente inactivas, pero pueden activarse
por varios factores, que inducen la division asimétrica para autorrenovarse.
Las principales células que podemos encontrar en esta zona son las células
A, B, Cy E (Figura 3).
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Figura 3. Tipos celulares presentes en el nicho de la ZSV adulta. Esquema de una
seccion frontal del cerebro de un raton adulto que muestra la ZSV adyacente al ventriculo
lateral representado en naranja. Muetsra los tipos celulares presentes, las células B (azul)
los neroblastos o células A (rojo) las células C (verde). La ampliaciéon de la derecha
muestra la relacion entre las células en esta region y algunos elementos del nicho de la
ZSV. Tomado de Riquelme 2007 (Riguelme et al., 2008) .

Células E

Las células E o células ependimales, se encuentran tapizando las paredes del
ventriculo en contacto directo con el liquido cefalorraquideo. Se clasifican en
funcidén del nUmero de cilios que presentan: células ependimales multiciliadas
(E1) y células ependimales biciliadas (E2) (Pastrana et al., 2009; Raponi et al.,
2007). La estructura de las paredes ventriculares presenta una organizacion
planar, donde los pequenos procesos apicales de las células B1 se encuentran
internalizados en una estructura de roseta formada por las células

ependimales (Mirzadeh et al., 2008). Estas células expresan receptores a



GABA, lo que puede sugerir que los procesos de proliferacion y diferenciacion
que ocurren dentro de este nicleo neurogénico podrian estar modulados por

este neurotransmisor.

Células B

Las células B pueden dividirse en funcion de su localizacion y morfologia en
dos tipos: células B1 y células B2. Las células B1 son astrocitos que derivan
de la glia radial durante el desarrollo; solo un pequefo porcentaje de estas
células se encuentra proliferando activamente y se estima que
aproximadamente 700 células B1 proliferan al dia en la ZSV adulta del raton
(Ponti et al., 2013). Las células B2 derivan en células C con gran capacidad
proliferativa; ademas, expresan diferentes receptores para factores de
crecimiento como el factor de crecimiento epidermal (EGF) o el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), que intervienen en la regulacién de los
fenbmenos de neurogénesis (Doetsch et al., 2002; Mudo et al., 2009). En
cuanto a su morfologia, estas células presentan un nucleo poco denso y un
citoplasma de contorno irregular rico en filamentos intermedios (Doetsch et al.,
1997a). Presentan un extremo apical que contiene un cilio primario sin
motilidad y que esta en contacto con el liquido cefalorraquideo. Las células B2
se situan rodeando a los neuroblastos que migran de la ZSV formando tuneles
que facilitan la migracion de los neuroblastos hacia el bulbo olfatorio (Doetsch
et al., 2002; Mudo et al., 2009).

Células C

Estas células se generan a partir de la divisién asimétrica de las células B y
posteriormente dan lugar a las células A. Presentan una tasa proliferativa
superior al resto de células del nicho neurogénico, por lo que son consideradas
como progenitoras de rapida amplificacion o proliferacion (Doetsch et al.,
1997a; Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009). Se estima que las células C se



dividiran tres veces antes de generar a las células A (Ponti et al., 2013).
Morfolégicamente, son células densas, lisas y con un nucleo que presenta
varios nucléolos visibles e invaginaciones (Doetsch et al., 1997a). En la ZSV
se encuentran agrupadas y en contacto con vasos sanguineos y neuroblastos

que migraran hasta alcanzar el bulbo olfatorio.

Células A

Las células A son la poblacion mas abundante de la ZSV; son neuroblastos
que se originan de la divisidbn de las células C. Presentan una morfologia
bipolar y un ndcleo muy grande y eucromatico (Doetsch et al., 1997). Una
caracteristica importante de estas células es que proliferan durante el proceso
migratorio y que, ademas, el 55% de estos neuroblastos se dividira al menos
una vez en la ZSV del cerebro adulto (Doetsch et al., 1997a; Wichterle et al.,
1997). Los neuroblastos se incorporan al bulbo olfatorio a través de la via
migratoria rostral, principalmente como interneuronas GABAérgicas. Migran
envueltos por astrocitos que forman una red de caminos interconectados en la
via migratoria rostral, en forma de cadenas hacia el bulbo olfatorio (Doetsch et
al., 1997a; Lois & Alvarez-Buylla, 1993). Una vez que llegan al bulbo olfatorio,
los neuroblastos migran radialmente a su posicién final y se diferencian en
interneuronas (Lim & Alvarez-Buylla, 2016). Se estima que, en el cerebro de
raton adulto, se generan aproximadamente 10,000 células diarias y que son
necesarios entre 3 y 4 dias para la formacion de células A, a partir de las
células B1 (Ponti et al., 2013).

Otros tipos celulares presentes en este nicho neurogénico son la microglia y
las células epiteliales de la vasculatura. La funcion de la microglia en el
proceso neurogénico esta aun por definir; sin embargo, se sabe que la
microglia en condiciones normales libera al medio citocinas o moléculas
tréficas que pueden regular el proceso de neurogénesis (Ekdahl et al., 2009;
Pérez-Rodriguez et al., 2021; Thored et al., 2009).



2 Neuritogénesis

La formacién de neuritas es esencial en el neurodesarrollo y se divide en dos
fases celulares sucesivas: el inicio del crecimiento neuritico y el posterior
alargamiento de las neuritas. Este proceso marca la ruptura inicial en la
simetria morfoldgica de la célula, facilitando la polarizacion neuronal. En las
primeras etapas que preceden a la neuritogénesis, las neuronas presentan
una forma redonda y una superficie uniforme y lisa. Los filopodios vy
lamelipodios, ricos en actina, emergen y se estabilizan mediante microtubulos,
dando lugar a las prolongaciones neuriticas. Conforme avanza la polarizacion
celular y las células adquieren una morfologia neuronal madura, las neuritas
se diferencian en un axon y multiples dendritas (Craig & Banker, 1994; Dotti et
al., 1988). La maduracién de las neuritas es un paso necesario para la
morfogénesis neuronal. Las etapas iniciales de formacion de neuritas influyen
en etapas posteriores como la arborizacion y la formacion de sinapsis, lo cual
es vital para establecer conexiones cerebrales adecuadas (Figura 4) (Reese &
Drapeau, 1998). La forma altamente polarizada de una neurona madura
requiere que todas las etapas de la morfogénesis neuronal se desarrollen
correctamente. Por ello, la neuritogénesis es posiblemente la fase
determinante de la morfogénesis neuronal, ya que establece las bases de las

que dependen las etapas siguientes.

La formacion de neuritas es controlada por numerosas vias que convergen en
objetivos comunes, permitiendo que una neurona en desarrollo extienda y
estabilice nuevos procesos en su superficie. Durante la neuritogénesis, es
fundamental que se lleven a cabo funciones importantes como el
reordenamiento del citoesqueleto, la coordinacion entre actina y los
microtubulos, la adicibn a la membrana plasmatica, la adhesion celular, la
sintesis de proteinas y la interaccion entre el citoesqueleto y la membrana
plasmatica (Gongalves et al., 2016; Sainath & Gallo, 2015; Schelski & Bradke,
2017). La iniciacién de las neuritas es la primera etapa de la morfogénesis



neuronal. Como mencionamos anteriormente, este proceso es responsable de
romper la simetria morfoldgica de la neurona inicialmente esférica y estabilizar
los precursores de las neuritas inmaduras, mientras que el alargamiento de las
neuritas se relaciona mas con la adicion de membrana y la extension adicional

de estos procesos estabilizados.

Antes de que inicie la formacién de neuritas, una neurona inmadura debe
generar una asimetria interna para designar los sitios de protrusion desde los
cuales se extenderan las neuritas futuras (Santos et al., 2002). La generacion
de esta asimetria interna depende de sefales intracelulares y externas, que
designan regiones especificas dentro de la célula en donde se va a llevar a
cabo la extension de las neuritas (Feng et al., 2016; Gartner et al., 2012). Esta
fase temprana de la diferenciacion neuronal no se encuentra descrita en su
totalidad. Se ha descrito que la redistribucién de actina cortical en grandes
agregados precede a la neuritogénesis y determina los sitios de iniciacion de

las neuritas (Q. Zhang et al., 2016).

La iniciacidbn de la formacion de neuritas comienza con la extension de
filopodios y lamelipodios ricos en actina, que evolucionan hasta convertirse en
dendritas maduras. Aunque aun no se describe completamente cdmo se
organiza el citoesqueleto de actina para formar estas estructuras iniciales, se
han propuesto dos modelos para tratar de explicar la iniciacién de neuritas: el
modelo de filamento de novo y el modelo de elongacién convergente. El
modelo de filamentos de novo sugiere que la nucleacion y elongaciéon de las
fibras de actina surge en una sola direccion, seguida de la reticulacion en
haces de actina, y que este proceso es responsable de la formacién de
filopodios (Vignjevic et al., 2006). Por otro lado, el modelo de elongaciéon
convergente propone que las redes de filamentos de actina ramificados dentro
de los lamelipodios se alargan y se agrupan en filopodios (Svitkina et al., 2003).
Ambos modelos no son excluyentes entre ellos, por lo que pueden ocurrir

dependiendo del tipo de célula especifica o de factores y estimulos



ambientales. Las estructuras ricas en actina son bastante dinamicas y deben
estabilizarse mediante la invasion de microtubulos, lo que previene el colapso
de la estructura y es seguido por una rapida extensién a medida que los

procesos maduran hasta convertirse en una neurita (Cornell et al., 2016).
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Figura 4 Esquema representativo de la neuritogénesis. Las neuronas inmaduras
presentan una forma redonda y simétrica con una superficie lisa y uniforme antes de que de
inicio la neuritogénesis. La asimetria celular interna se genera mediante mecanismos de
senalizaciéon que determinan las ubicaciones de iniciacion de las neuritas. Los filopodios y
lamelipodios ricos en actina emergen y se estabilizan mediante microtubulos para convertirse
en neuritas primitivas, rompiendo la simetria morfologica de la célula y conduciendo a la
polarizaciéon neuronal. Durante la elongacion de las neuritas, procesos como la adicion de
membrana plasmatica, el transporte intracelular y la sintesis de proteinas son cruciales, ya
que la neurona extiende sus neuritas y aumenta su area superficial. A medida que se
desarrolla la morfologia neuronal madura, las neuritas se diferencian en un axén y multiples
dendritas. Tomado de Benisson, 2020 (Bennison et al., 2020).

Los conos de crecimiento neuronal en las primeras neuritas estabilizadas
guian a las neuritas en desarrollo hacia sus respectivos objetivos. Estos conos
de crecimiento se encuentran en los extremos distales de todas las neuritas y
son areas dinamicas y especializadas compuestas de lamelipodios y filopodios

ricos en actina (Dwane et al., 2014; Mueller, 1999).

La migracién neuronal se logra mediante la formacion, el mantenimiento y la

transformacion constante y dinadmica de los microtubulos y actina en respuesta



a sefales extracelulares y a sefiales de polaridad intracelular. La morfologia
del arbol dendritico se desarrolla principalmente durante el periodo
embrionario; sin embargo, las dendritas son muy dindmicas y mantienen la
morfologia general con diversos mecanismos hasta la edad adulta. Las
alteraciones que puedan suceder en el crecimiento dendritico o la falla de los
mecanismos para mantener su morfologia pueden dar como resultado un

funcionamiento aberrante de la red neuronal.

La sefnalizacion de Ca?* es indispensable en la inducciéon de los cambios de
forma celular, la formacién de sinapsis, la neuritogénesis y muchos otros

procesos celulares (Sogawa et al., 2000)

Por ejemplo, la proteina cinasa Il dependiente de Ca?*/calmodulina (CaMK 1)
es un mediador de la sefalizacion de Ca?* en el sistema nervioso y participa
en la remodelacion activa del citoesqueleto (Sogawa et al., 2000). CaMK I
tiene un papel importante tanto en la iniciacion como en el alargamiento de las
neuritas (Sogawa et al., 2000). Por otra parte, las proteinas cinasas activadas
por mitbgenos (MAPK/ERK) producen una cascada de senalizacién activada
por una variedad de ligandos y receptores involucrados en muchos procesos,
incluida la diferenciacion celular. La senalizacion MAPK/ERK es esencial para
todas las etapas de la morfogénesis neuronal: iniciacion, elongacion,
ramificacion, crecimiento axénico, y en la formacion de sinapsis (Xiao & Liu,
2003). MAPK/ERK es un regulador del destino celular y su sefializacion
contribuye al compromiso de una célula con el proceso de proliferaciéon o con
el proceso de diferenciacion (Ryu et al., 2015). El papel de MAPK/ERK en la
diferenciacion neuronal radica en su contribucion a los mecanismos de

sefalizacion que regulan la iniciacion de las neuritas.

El AMP ciclico (AMPc) y la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA)
también desempefian funciones importantes en el proceso de crecimiento

neuritico durante el desarrollo. EI AMPc promueve la regeneracién en una



variedad de tipos de neuronas y envia senales a través de PKA, que a su vez
activa la expresion de ERK1/2 (Wan et al., 2011). El mecanismo de accién de
MAPK/ERK en el alargamiento de las neuritas se ha debatido ampliamente y
ahora se ha demostrado que participa en la regeneracion mediada por AMPc
en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Xiao & Liu, 2003).

Entre las funciones mas importantes del cerebro de los mamiferos se
encuentra su capacidad para adaptarse rapidamente a las circunstancias
externas. El cerebro de los mamiferos es extremadamente plastico, lo que
facilita la adaptacion (Lledo et al., 2006). Una caracteristica destacable del
cerebro de los mamiferos es su plasticidad. Como resultado de experiencias
previas, se forman nuevas sinapsis y se modifican las existentes, lo que influye
en el procesamiento de nueva informacion (Green & Bavelier, 2008). La
neurogénesis en adultos representa un nuevo nivel de plasticidad en el cerebro
adulto, permitiendo la modificacion de redes neuronales preestablecidas
mediante la incorporacioén de nuevas células que, al menos inicialmente, son
mas plasticas en comparacion con las neuronas generadas durante la

embriogénesis (Gongalves et al., 2016; Lledo et al., 2006).

Se han identificado multiples factores intrinsecos y extrinsecos que influyen el
proceso de neurogénesis y neuritogénesis (Aimone et al., 2009). Diferentes
rutas de sefalizacién, factores de transcripcién y reguladores genéticos
activan y controlan estos procesos en etapas adultas. Ming & Song, (2011)
indican que la neurogénesis embrionaria y adulta comparten similitudes
significativas en las rutas de sefalizacion, involucrando factores de
transcripcion como Mash1 y Notch. Alteraciones en los neurotransmisores que
controlan el desarrollo cerebral pueden afectar la neurogénesis adulta.
Ademas, estos sistemas de neurotransmisores pueden ser regulados

mediante manipulacion farmacologica (G. li Ming & Song, 2011).



3 Receptores GABA

El neurotransmisor GABA es el neurotransmisor inhibidor predominante en el
cerebro de los mamiferos. GABA esta presente en ambos nichos neurogénicos
y participa en la regulacién de la neurogénesis. Tanto en la ZSV como en la
ZSG, GABA regula la activacion y proliferacién de las CPNs (Liu et al., 2005;
Song et al., 2014, 2016).

El GABA se sintetiza y libera desde una poblacién grande y heterogénea de
neuronas, con muchas proyecciones locales llamadas interneuronas. La
neurotransmision GABAérgica es esencial para modular y sincronizar las
redes neuronales (Mann & Paulsen, 2007). Es sintetizado a partir del acido
glutamico e internalizado en vesiculas sinapticas a través del transportador
VGAT (Bowery & Smart, 2006). El| GABA ejerce su funcion a través de dos
tipos de receptores especificos: los receptores ionotropicos GABAa, que son
canales ionicos controlados por ligando, y los receptores metabotrépicos
GABAg, que se encuentran acoplados a proteina G (Nicoll & Alger, 1979).

3.1 Receptor GABAA

Los receptores GABAa pertenecen a la familia "Cys-loop" o receptores
activados por ligando, son proteinas heteropentaméricas que pueden tener en
su composicién diferentes combinaciones de estas 19 subunidades: a1-6, 31-
3,v1-3, 9, €, 6, my p1-3 (Cutting et al., 1991; Davies et al., 1997; Schofield et
al., 1989; Ymer et al., 1989). La composicién de subunidades del receptor se
muestra en la Figura 5 y es relevante ya que determina la localizacion

subcelular, la cinética o la farmacologia.

Los receptores GABAA son canales i6nicos permeables a los iones CI. Las
neuronas maduras expresan el transportador KCC2, que determina el
gradiente electroquimico de iones CI- en las neuronas, expulsando iones CI-
desde la célula, lo que lleva a una menor concentracion intracelular de ClI-. La

union de GABA al receptor determina una entrada de CI- en la célula, lo que



conduce a una hiperpolarizacion de la membrana celular. Asi, en las neuronas
maduras el GABA actia como neurotransmisor inhibidor. Los progenitores
neuronales y las neuronas en proceso de maduracion expresan el
transportador NKCC1 y tienen una concentracion intracelular de CI- mas alta
en comparacion con el espacio extracelular (Ge et al., 2007), por lo tanto, el
GABA produce una despolarizaciéon cuando se une al GABAAR en neuronas
inmaduras. Durante el proceso de maduracion neuronal, la expresion del
transportador NKCC1 va disminuyendo mientras que el transportador KCC2
comienza a expresarse, lo que lleva a una inversién del gradiente de Cl- vy,
como consecuencia, se presenta un cambio de accién; el GABA pasa de ser
despolarizante y activadora a ejercer una accion hiperpolarizante e inhibidora
(Ge et al., 2007; Kaila et al., 1993). Los receptores GABAA se localizan tanto
singptica como extrasingpticamente. Los primeros se activan mediante altas
concentraciones de GABA liberadas en la hendidura sinptica y generan
corrientes postsinapticas inhibidoras rapidas (IPSCs) (Brickley et al., 1999;
Kullmann et al., 2005). Los receptores GABAAa extrasinapticos son activados
por el exceso de liberacion de GABA desde las sinapsis cercanas y median la
inhibicién tdnica. La inhibicibn GABAérgica fasica y ténica apoya diferentes
funciones en el curso de la neurogénesis. Por ejemplo, la inhibicién tdnica en
las células progenitoras tiene un efecto antiproliferativo, mientras que la
inhibicion fasica en las células amplificadoras transitorias promueve la

supervivencia ( Song et al., 20020).
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Figura 5 Representacion de la estructura del GABAaR. El receptor ionotrépico inhibidor
GABA consta de cinco subunidades que juntas forman un canal de cloruro (CI-) activado por
ligando y la ubicacion de los sitios comunes de union de agonistas y antagonistas. Tomado y
modificado de Katzung, 2018.

3.2 Receptor GABAg

Los receptores metabotrépicos GABAs son miembros de la super familia de
receptores acoplados a proteinas G y son responsables de mediar efectos de
accion lenta, ya que actian sobre segundos mensajeros intracelulares a través

del sistema de adenilato ciclasa y los canales de Ca?* y K*.

Los receptores GABAg se conforman estructuralmente por dos subunidades
(heterodimero), cada subunidad cuenta con 7 dominios transmembranales, un
NH, terminal en la regidén extracelular, donde se encuentra el sitio de union al
agonista (GABA, baclofén) y antagonistas (faclofeno, CGP) y un COOH

terminal intracelular, que contiene un dominio de aminoacidos que conforman



un asa para la union de las dos subunidades como se ilustra en el esquema

de la Figura 6 (Filip y Frankowska, 2008).
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Figura 6 Representacion esquematica del heterodimero GABAgR y el acoplamiento
de sus subtipos a efectores en sinapsis centrales. E| GABAgR funcional esta formado
por dos subunidades, GABAg: y GABAg2. Ambas subunidades contienen grandes dominios
extracelulares N-terminales (N), siete dominios transmembrana conectados por tres bucles
intracelulares y tres bucles extracelulares, y un C-terminal intracelular. El dominio N-terminal
de GABAGg; contiene un sitio de union para el agonista (GABA) y para el modulador alostérico
positivo endogeno (Ca2+). Las dos variantes de empalme mas comunes de GABAg: (GB1a y
GB1b) difieren en la presencia de dos dominios sushi (SD) en el N-terminal de GABAB;.
Tomado de Fernandes Gomes (2019) (Gomes et al., 2019).

Los receptores GABAg se activan de manera selectiva por baclofén y son
insensibles a moduladores como las benzodiacepinas y a los antagonistas de
los receptores GABAA (Bowery & Smart, 2006). El descubrimiento de estos
receptores se realizd gracias a su insensibilidad a bicuculina, un antagonista

clasico de los receptores GABAA.

La unién de GABA conduce a un cambio conformacional del receptor, que se

transmite a la subunidad Ga de la proteina G, lo que lleva al intercambio de



GDP por GTP (Bettler et al., 2004; Ulrich & Bettler, 2007). La subunidad Ga
unida a GTP se disocia de las otras dos subunidades de la proteina G, las
subunidades By y. La subunidad Ga activa a la fosfolipasa C o inhibe la enzima
AC, que reduce los niveles de AMPc, lo que a su vez conduce a la inactivacion
de PKA. Estas dos vias activadas por Ga son centros importantes de
sefalizacion celular y pueden regular diferentes procesos como la expresion
de proteinas, la movilizacion de vesiculas o la modulacién de la actividad de
canales ionicos (Franek et al., 1999; Rosenbaum et al., 2009). Ademas, la
subunidad GRy puede inhibir los canales de Ca?* y activar los canales GIRK,

principalmente los canales Kir3 (Bowery & Smart, 2006)

Aunque se ha reportado que la localizacién de los receptores GABAg es en el
soma celular, algunos estudios mencionan su presencia en dendritas y espinas
neuronales (Kulik et al., 2006) que reciben una variedad de sefales
inhibidoras, (Beaulieu & Somogyi, 1990). En estas estructuras, los GABAsR
también activan a los canales GIRK (Kulik et al., 2006; Luscher et al., 1997).
La activacion de los canales de K* aumenta la conductancia de la membrana
y evoca una corriente inhibidora. Estos efectos suprimen las respuestas
postsinapticas (Morrisett et al., 1991), limitan la propagacién del potencial de
accion e inhiben los canales de Ca?* sensibles al voltaje (VSCC), que son la
principal fuente de sefales de potenciales de accion en las espinas y dendritas
(Carter & Sabatini, 2004).

Los receptores GABAs pueden localizarse tanto presinapticamente como
postsinapticamente. Los GABAsR presinapticos inhiben la liberacion de
neurotransmisores al modular negativamente los canales de Ca?* activados
por voltaje, mientras que los receptores postsingpticos conducen a la
formacion de IPSCs lentos. Los receptores GABAs son esenciales para
muchos procesos importantes como el aprendizaje, la cognicion y la ansiedad,
y se ha demostrado que modulan la neurogénesis en adultos (JM et al., 1999;
Rosenbaum et al., 2009).



La neurogénesis adulta esta regulada por multiples factores, y los receptores
GABA son importantes en esta regulacién. Tanto en la ZSV como en la ZSG,
las células precursoras neurales expresan receptores GABAa (Liu et al., 2005;
J. Song et al.,, 2012). En la ZSV, el GABA que es producido por los
neuroblastos y liberado por las terminales de las neuronas estriatales, se une
a los GABAAR en la superficie de las células precursoras neurales y reduce su
proliferacion (Liu et al., 2005; J. Song et al., 2012; Young et al., 2014). También
en la ZSG, se demostr6 que los GABAAR de las CPNs expresan
predominantemente las subunidades a5, B3 y y2. Las CPNs de la ZSG no
muestran corrientes sinapticas espontaneas o evocadas en respuesta a la
estimulaciéon de campo del GD (Song et al.,, 2012). Sin embargo, Song y
colaboradores (2012) mostraron la presencia de respuestas a GABA en las
CPNs de la ZSG y las corrientes mejoraron al inactivar el transportador de
recaptacion de GABA GAT1, lo que indica un exceso de liberacion de GABA
desde las sinapsis cercanas. Las corrientes de GABA registradas en las CPNs
de la ZSG se potencian con diazepam, lo que indica la presencia de las
subunidades y2 en los receptores GABAa (Song et al.,, 2012). La
administracion de diazepam redujo significativamente la proliferacion de las
CPNs promoviendo su inactividad. La eliminacidén condicional de la subunidad
vy2 en las CPNs redujo su capacidad de respuesta a la activaciéon y aumenté
la produccidén de células progenitoras y células gliales. Este fenotipo no fue
rescatado por la administracién de diazepam, lo que indica una participacion
directa de la subunidad y2 en la regulacion del GABAAR y en la eleccién del
destino de las CPNs e la ZSG (Song et al., 2012).

La regulacion proporcionada por el GABA podria ser muy adecuada para
"marcar el tiempo" en las neuronas diferenciadas en adultos. La regulacién del

nicho por GABA podria determinar un aumento en el nUmero de neuronas



producidas en un momento determinado, y al mismo tiempo inhibiria o

disminuiria la produccidén de neuronas adultas(J. Song et al., 2012, 2014).

Los GABAAR son canales ionotropicos permeables a Cl- que generan una
corriente i6nica rapida, mientras que los GABAsR inducen una modulaciéon
sostenida y a largo plazo a través de la activacion de segundos mensajeros
(Luscher et al., 1997). Existe una diferencia en la distribucion celular entre
los GABAsR y GABAAR, por ejemplo, los GABA&R se encuentran en dendritas
de las células piramidales del hipocampo de rata, mientras que los GABAAR se
pueden ubicar tanto en dendritas (hendidura sinaptica) como en el soma. Esto
significa que los GABAAR y GABA&R presentes en dendritas pueden activarse
por liberacién sinaptica de GABA vy, considerando las caracteristicas
del GABABR, su activacion podria modular la eficacia de los potenciales
postsinpticos inhibidores rapidos mediados por los GABAAR (Newberry &
Nicoll, 1985). En algunas situaciones, el GABA liberado de forma espontanea
0 a través de un potencial de accidén Unico, genera un potencial postsinaptico
inhibidor rapido mediado por los GABAAR. En contraste con esto, se necesita
una estimulacién mas fuerte para provocar el potencial inhibidor lento, lo que
sugiere que el GABA liberado en la hendidura sinaptica difunde y activa
los GABAgR presinapticos acoplados a los canales GIRK (Newberry & Nicoll,
1985).

Trabajos realizados por Balasubramaniany cols. (2004) indican que la
activacion de los GABAAR que contienen la subunidad y2 puede,
potencialmente, inducir la internalizacion de los GABAsR a través de una
interaccién entre la subunidad y2 y el GABA&R (Balasubramanian et al., 2004).
De igual forma, se ha reportado que los GABAsR también pueden influir en la
expresion de los GABAAR regulando la secrecion del factor neurotréfico

derivado del cerebro (BDNF), lo que, a su vez, aumenta la expresion de



los GABAAR que contienen subunidades 8 2-3 (Kuczewski et al., 2011). Estos
experimentos sugieren un complejo mecanismo de coordinacion durante la
respuesta neuronal a GABA, y que dependeria de la composicién estructural

de los receptores expresados en el sitio.
4 Taurina

La taurina es un B-aminoacido zwitterébnico (Huxtable, 1992) aislado por
primera vez de la bilis de toro en 1827 por Friedrich Tiedemann y Leopold
Gmelin. La taurina es diferente del resto delos aminoacidos por tres
caracteristicas principales. Primero, el grupo carboxilico es sustituido por un
grupo sulfénico; ademas de no formar parte de la estructura de proteinas y ser
metabdélicamente inerte, es decir, no participa en ningun ciclo metabdlico, a
excepcion de la formaciéon del acido taurocélico para el metabolismo de los
lipidos. En las células nerviosas, la concentracién intracelular de taurina es

mayor en un rango de 500:1 respecto al espacio extracelular (Huxtable, 1992).
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Figura 7. Estructura quimica de la taurina

En humanos, la principal fuente de taurina se encuentra en la dieta. Sin
embargo, también puede ser sintetizada a partir de la cisteina, aunque la
cantidad de taurina obtenida por esta via es limitada. Ademas de la ingesta
dietética, la taurina endogena se origina principalmente a partir de tres vias
sintéticas en el cuerpo (Figura 8). La primera es la via del é&cido
cisteinosulfinico, que incluye tres reacciones enzimaticas secuenciales de la
cisteina: la cisteina dioxigenasa, que da origen al 4cido cisteinosulfinico; la

sulfinoalanina descarboxilasa, que forma hipotaurina; y la hipotaurina



deshidrogenasa, que da origen a la taurina (Sumizu, 1962). La segunda es la
via de transulfuracién, que convierte la homocisteina en cistationina mediante
la cistationina B-sintasa; a partir de la cual, la cistationina gamma-liasa
convierte la cistationina en cisteina, que ingresa nuevamente a la primera via
de sintesis (Ripps & Shen, 2012). La tercera fuente de taurina es el producto
final degradante de la coenzima A, que es la cisteamina, en la que partimos de
la oxidacion de la hipotaurina por la 2-aminoetanotiol dioxigenasa y
también entra en la primera via de sintesis (Dominy et al., 2007).
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Figura 8 Via para la sintesis de taurina a partir de metionina y cisteina. Tomado de
DelLucca (2015) (De Luca et al., 2015).

La sintesis de taurina en el cerebro parece requerir la cooperacién metabdlica
entre astrocitos y neuronas (Dominy & Stipanuk, 2004). En los cultivos de
astrocitos se ha comprobado que, aunque la via de conversion de cisteina a
taurina permanece intacta, se acumula hipotaurina situacién que no ocurre
cuando se co-cultivan con neuronas, donde disminuye la hipotaurina vy
aumenta la taurina (Vitvitsky et al., 2011). Se ha demostrado que la taurina se
distribuye en casi todos los tejidos de los animales y exhibe muchas funciones
biol6gicas que incluyen, la osmorregulacion, la estabilizacion de membranas,
la modulacion del calcio y tiene un efecto antioxidante (Murakami, 2015).
Algunos mamiferos, por ejemplo, los felinos y los zorros, no son capaces de
sintetizar taurina y la escasez de esta puede inducir directamente
miocardiopatias, degeneracion de la retina y defectos en la reproduccion

(Huxtable, 2000). La taurina tiene diferentes efectos biolégicos en los
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diferentes sistemas, esta descrito que puede conjugarse con los acidos biliares
en el higado, contribuyendo asi a la excrecidon normal de bilis (Johnson et al.,
1991). En el musculo esquelético, puede promover la excitacion-contraccion
dependiente de iones de calcio, regular el volumen celular (Spriet & Whitfield,
2015) y mejora la diferenciacion y el crecimiento del musculo esquelético
(Miyazaki et al., 2013). En el sistema cardiovascular, modera la aterosclerosis
y las enfermedades coronarias al reducir el nivel de apolipoproteina B100 y
mejorar la eficacia de las contracciones cardiacas (Yanagita et al., 2008).
También actua sobre la insuficiencia cardiaca congestiva al aumentar la fuerza
de contraccion del musculo cardiaco. Recientemente, un metaanalisis sugirié
que la taurina podria tener efectos antihipertensivos en humanos (Waldron et
al., 2018). Ademas, mantiene la funcién renal normal regulando los osmolitos,
el ciclo celular y la apoptosis (Chesney et al., 2010). Es indispensable para
mantener el desarrollo normal de la retina (Froger et al., 2014) y la regulacion
del Ca?* e inhibicion de la senal de fosforilacion de proteinas (Lombardini,
1991). Ademas, se ha reportado que el suplemento de taurina puede participar
en la prevencion contra algunas enfermedades como la obesidad (Murakami,
2015), la diabetes o el sindrome metabdlico (Imae et al., 2014). En el cerebro,
su papel es aun mas complejo. La taurina es abundante en todas las regiones
del cerebro, especialmente en la etapa del desarrollo embrionario (Agrawal et
al., 1968). En el bulbo olfatorio adulto, que es también uno de los principales
nichos neurogénicos en donde se preserva la neurogénesis, mantiene niveles
elevados (Miller et al., 2000). Por lo tanto, la taurina se considera un factor
trofico para el desarrollo del cerebro, promueve la proliferacidon de células
cerebrales y protege de los danos inducidos por agentes toxicos (Pasantes-
Morales & Hernandez-Benitez, 2010). Mas recientemente, se ha sugerido que
la administracion de taurina podria atenuar algunas enfermedades
neurodegenerativas (Menzie et al., 2014), como la enfermedad de Alzheimer,
Parkinson, o la enfermedad de Huntington. En el sistema nervioso, debido a la

falta de receptores especificos, la taurina desempena funciones fisiolégicas a



través de dos receptores principales: los receptores GABA y los receptores de
glicina (Kilb & Fukuda, 2017).

La taurina interviene en los procesos de proliferacion y diferenciacion neuronal,
procesos esenciales para el desarrollo y la plasticidad sinaptica. Shivaraj y
colaboradores demostraron que la taurina promueve la proliferacion de las
CPNs derivadas del hipocampo, en un modelo de isquemia cerebral (Shivaraj
et al., 2012). La capacidad de la taurina para promover la proliferaciéon de
CPNs se ha vinculado a su influencia en diversas vias de senalizacion
intracelular. Una de estas vias incluye la activacion del receptor de glicina, que
se sabe que esta involucrado en la modulacion de la excitabilidad neuronal y
la neurogénesis (Hernandez-Benitez et al., 2012). Ademas, la taurina activa al
GABAA&R, contribuyendo a la regulacién del equilibrio excitador-inhibidor en el
cerebro en desarrollo En modelos de cultivo celular de ratdn, se ha observado
que la suplementacion con taurina aumenta la expresion de marcadores
neuronales como la proteina microtubular asociada 2 (MAP2), marcador de
diferenciacion neuronal (Chen et al., 2017). Estos hallazgos sugieren que la
taurina no solo promueve la proliferaciébn de células progenitoras, sino que
también podria facilitar su diferenciacion en neuronas maduras y funcionales.
Ademas, la taurina protege a las células progenitoras y a las nuevas neuronas
en proceso de maduracion del dafio oxidativo y la excitotoxicidad. Esta
proteccion es fundamental para mantener un entorno favorable que favorece
la neurogénesis y la diferenciacibn neuronal (Schaffer et al., 2000). En el
contexto del desarrollo del sistema nervioso, la taurina modula la
sinaptogénesis. Se ha observado que induce la expresidbn de proteinas
singpticas y promueve la formacion de sinapsis en cultivos neuronales, lo que

sugiere que la taurina no solo es importante para la diferenciaciéon neuronal,



sino también para la sinaptogénesis y la funcionalidad neuronal (Shivaraj et
al., 2012)

Il JUSTIFICACION

En etapas postnatales, el potencial neurogénico esta limitado a dos zonas del
cerebro: la ZSG del giro dentado y la ZSV de los ventriculos laterales. Los
nichos neurogénicos responden de forma dinamica a diversos estimulos
genéticos y moleculares, favoreciendo el proceso de diferenciacion neuronal y
garantizando la provisién adecuada de neuronas. En este contexto, la taurina
es un aminoacido que se encuentra en altas concentraciones en el cerebro de
los mamiferos, participa en la proliferacion, diferenciacién y migracién de
células progenitoras durante el desarrollo embrionario. Como analogo
estructural del neurotransmisor GABA, actia como un agonista parcial,
modulando la actividad de los receptores GABAérgicos. Por lo tanto, en este
estudio se determind el efecto de la taurina y la participacion de los receptores
a GABA durante el proceso de diferenciacidén de células progenitoras neurales

provenientes de la zona subventricular del cerebro de raton.

11l HIPOTESIS

La taurina modulara positivamente el proceso de diferenciacidon de células
progenitoras neurales de la zona subventricular a través de los receptores
GABAs.

IV OBJETIVO GENERAL

Caracterizar por reconstrucciones neuronales morfométricas, electrofisiologia,

y aproximaciones moleculares, el efecto de taurina sobre los GABAsR durante



el proceso de diferenciacion de células progenitoras neurales provenientes de

la zona subventricular del cerebro de raton.

V OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demostrar la presencia de las subunidades GABAs1 y GABAB2 en las
neuroesferas derivadas de la ZSV.

2. Determinar el efecto de la taurina durante el proceso de diferenciacion
neuronal de las células precursoras derivadas de la ZSV.

3. Determinar la participacién de los receptores GABA durante el proceso
de diferenciacién neuronal de las células precursoras derivadas de la
ZSV.

4. Determinar las vias de sefializacion, a través del cual taurina y los

receptores GABA participan en el proceso de diferenciacion.

VI METODOLOGIA

Para la obtencion de CPNs, se utilizaron 4 ratones CD1 (RRID:
IMSR_JAX:002962), mantenidos en un ciclo invertido de luz-oscuridad, de 6 a
8 dias de nacidos. Los ratones se decapitaron, se extrajo el cerebro y se aisl6
la ZSV bajo el microscopio estereoscopico. El tejido obtenido de los 4 ratones
se disoci6 mecanicamente, se colocdé en medio DMEM/F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12. Gibco; Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, USA) y se centrifugd durante 5 minutos a 1000 r.p.m. El
botdn resultante se re suspendié y se cultivaron en medio DMEM/F12
suplementado con B27 y factores de crecimiento (EGF,20nM; FGF, 20nM). El
cultivo se mantuvo a 37°C al 5% de COz2, y se suplement6 a las 72 horas con

factores de crecimiento para mantener la proliferacion y formacion de



neuroesferas (primarias). Después de 7 dias, se disgregaron con tripsina
durante 5 minutos. Una vez separadas las células se resembraron y se
mantuvieron a 37°C al 5% de CO2 de 4 a 5 dias hasta que volvieron a formar
neuroesferas (secundarias), para posteriormente disgregarlas, y distribuirlas

de acuerdo con las distintas condiciones experimentales.

Para determinar el efecto de la taurina sobre el proceso de diferenciacién de
las CPNs, las células disgregadas de las neuroesferas secundarias, se
resembraron en cajas de 12 pozos pretratadas con Poli-D-lisina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se cultivaron con DMEM/F12, SFB al 1% sin
factores de crecimiento, en presencia o ausencia de taurina 10 mM. Para
evaluar el papel de los receptores a GABA en el proceso de diferenciacion, las
células cultivadas se preincubaron durante una hora con picrotoxina (PTX)
(100 yM) antagonista del GABAar, CGP 55845 (5 uM) antagonista del GABAsR
o con baclofen (100 yM) agonista del GABAsR, como se muestra en la Tabla
1. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmoésfera humidificada con CO2
al 5% durante 14 dias, segun las condiciones experimentales que se muestran

en la siguiente tabla.

Grupo control

Grupo Taurina

Taurina
CGP 55845 Taurina
CGP 55845
CGP 55845 Taurina
Baclofen
PTX Taurina

PTX




Tabla 1. Esquema de los diferentes grupos experimentales.

Para determinar la participacion de diferentes cascadas de
sefializacion en el proceso de diferenciacion inducido por taurina a
través de los receptores GABA, las células se cultivaron para
diferenciacion durante tres dias y se preincubaron con BAPTA-AM
(100 uM) en un buffer de Krebs-Ringer sin calcio durante 30 minutos.
Luego, se co-incubaron KN93 (10 yM), FR180204 (10 uM) y Srcl (1
UM) en presencia de taurina (10 mM) durante siete dias. Todos los

farmacos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.

Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos a
temperatura ambiente; terminado el tiempo de fijacion, se realizaron dos
lavados con PBS 1X. Posteriormente, las células se permeabilizaron con PBS
1X-Triton X-100 al 0.2% durante 30 minutos. Para el bloqueo de los sitios
inespecificos de interaccion con el anticuerpo primario, las células se
incubaron con buffer de bloqueo (1% de BSA en PBS1X-Triton X-100 al 0.2%)
durante una hora. Se adicionaron los anticuerpos primarios para Nestina (Cell
Signaling Technology Cat# 4760, RRID: AB_2235913) [1:300]), KI67 (Cell
Signaling Technology Cat# 9027, RRID: AB_2636984) [1:100), Doblecortina
(DCX, Abcam Cat# ab18723, RRID: AB_732011), GABAsR1 (Santa Cruz
Biotechnology Cat# sc-166408, RRID: AB_2108175), GFAP Abcam Cat#
AB53554, RRID AB_880202) y MAP2 (Cell Signaling Technology Cat# 8707,
RRID: AB_2722660), los nucleos se marcaron con DAPI. Los anticuerpos se
diluyeron en buffer de bloqueo y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Al
dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS 1X, al
finalizar el ultimo lavado se adicionaron los anticuerpos secundarios que estan

marcados con Alexa 488 y Alexa 594 a una dilucién de (1:500) en PBS1X-



Triton X-100 al 0.2% y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente
protegidos de la luz, posterior a la incubacion con el anticuerpo secundario, se
realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS1X, seguidos de la
tincion con DAPI (10pg/ml) diluido en agua destilada durante 15 minutos,
finalmente las células se lavaron dos veces con agua destilada y se montaron
en portaobjetos con 10ul de medio de montaje Fluorogel. La captura de
imagenes de las preparaciones se realizd iutilizando el lector de placas de
modo multiple para imagenes celulares Cytation™ 5 (BioTek Instruments Inc.,
Winooski, VT, USA).

Se obtuvieron microfotografias utilizando el lector de placas de modo multiple
para imagenes celulares Cytation™ 5 (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
USA) con un cubo de filtro de proteina fluorescente verde (GFP) (excitacidn
469/35 nm; emisién 525/39 nm; espejo dicréico 497 nm) y LED de 465 nm; un
cubo de filtro Texas Red (excitacidbn 586/15 nm; emisién 647/67 nm; espejo
dicréico 605 nm) y LED de 590 nm; y un cubo de filtro 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (excitacion 377/50 nm; emision 447/60 nm; espejo dicrdico
409) y LED de 365 nm. Se seleccionaron aleatoriamente microfotografias de
cinco campos de cada cubreobjetos, y se cuantificd el nUmero total de células
positivas para DAPI y células positivas para los diferentes marcadores en los
campos seleccionados. Las imagenes de las células se procesaron utilizando
el software Gen5™ (BioTek Instruments Inc.). Los resultados se expresaron

como el porcentaje de células positivas sobre el numero total de células.

Se obtuvieron microfotografias de células DCX+ de forma aleatoria. Se

analizaron las células DCX+ para cada condicion experimental. El nimero de



neuritas primarias, secundarias y terciarias, asi como la longitud de las
neuritas primarias, se determinaron con Gen 5 3.04. Se analiz6 la diferencia
entre neuritas primarias, secundarias y terciarias en las diferentes condiciones
experimentales. La cuantificacibn manual de la arborizacién dendritica se
realizd contando el numero de dendritas primarias para cada neurona
utilizando el software Imaged con el complemento Sholl analysis v3.4.2. Las
neuritas primarias se definieron como aquellas que se originaban directamente
del soma; las neuritas secundarias y terciarias se definieron como aquellas
que se originaban de las neuritas primarias y secundarias, respectivamente.
Los colores de las reconstrucciones fueron modificados, con el programa

Adobe lllustrator.

Las CPNs se mantuvieron 14 dias en diferenciacién sobre un cubreobjetos
dentro de una placa Petri para transferirse a una cadmara de registro de
inmersion. Se visualizaron con dptica de contraste de interferencia diferencial
infrarroja acoplada a un microscopio Nikon FN1 (Nikon Corporation, Minato,
Tokio, Japo6n). Las CPNs se perfundieron continuamente con solucion de
Ringer a una velocidad de 3—4 mL/min-1 con la ayuda de una bomba
peristaltica (120S, Watson-Marlow, Wilmington, MA, USA). La composicién de
la solucion de baro fue la siguiente (mM): 132 NaCl, 3.6 KCI, 1.5 MgClz, 2.5
CaClz, 10 HEPES y 10 D-glucosa; pH = 7.30-7.40; osmolaridad = 280-290
mOsm. La temperatura de la camara de registro se mantuvo a 32 + 1°C con
un controlador de temperatura de un solo canal (TC-324C, Warner
Instruments, Hamden, CT, USA). Las pipetas de patch se fabricaron a partir
de vidrio borosilicato utilizando un tirador de micropipetas (P97, Sutter
Instruments, Novato, CA, USA). El tirador se programé para obtener pipetas
con una resistencia de punta de 3-5 MQ cuando se llenaron con una solucion
intracelular que contenia lo siguiente (mM): 140 KCI, 1.1 EGTA, 10 HEPES, 3
Mg?+-ATP, 0.3 Na*-GTP y pH = 7.20-7.30. Los registros de célula completa se



realizaron con un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices, San José,
CA, USA). Los datos adquiridos se digitalizaron a una frecuencia de muestreo
de 20 kHz y se filtraron a 2 kHz con un Digidata 1322A (Axon Instruments, Palo
Alto, CA, USA). Las sefnales se adquirieron y analizaron offline con el software
pCLAMP 10.6 (Molecular Devices).

El potencial de membrana en reposo (RMP) se determin6 después de la
ruptura inicial de la membrana de la configuracibn de giga-sello a la
configuracion de célula completa en modo de fijacién de voltaje. Después de
2-3 minutos de estabilizacion, se inyectd una serie de corrientes de voltaje
negativas y positivas de -100 a +50 mV (500 ms, incrementos de 250 pA) para
determinar la resistencia de entrada (RN) y la constante de tiempo de la
membrana (tmemb). La RN se calculé como el valor de la pendiente de una
funcién polinbmica de primer orden f(x) = mx + b ajustada a la relacién
corriente-voltaje cerca del PMR. La T memb se determiné ajustando una
funcibn de decaimiento mono-exponencial a una respuesta de voltaje
provocada por la inyeccion de un paso de corriente negativa (1 s, -30 pA). La

capacitancia de membrana (Cm) se calculé como la relacién de tmemb a RN.

Se provocaron corrientes de membrana totales mediante la inyeccién de
pulsos despolarizantes (-90 a +60 mV, pasos de 10 mV, 500 ms) desde un
potencial de -70 mV. Se empleé el protocolo P/4 para restar corrientes de fuga
en linea, y la calidad de la grabacion se monitored en linea incorporando los
siguientes criterios: corrientes de mantenimiento < 50 pA, RMP estable y
resistencia de acceso (< 15 MQ, < 20% de deriva). Para generar graficos |-V,
la amplitud de la corriente se midié ya sea en la amplitud maxima del pico o
como el promedio en un intervalo de 100 ms en la corriente en estado

estacionario.



Para determinar el efecto de la taurina sobre el proceso de diferenciacién de
las CPN-ZSV, las células disgregadas de las neuroesferas secundarias, se
resembraron en cajas de 12 pozos pretratadas con Poli-D-lisina y se cultivaron
con DMEM/F12, SFB al 1%, sin factores de crecimiento, en presencia o
ausencia de taurina 10 mM, con o sin inhibidores de los GABAAR o GABAsR
como PTX, CGP 55845 o baclofen, respectivamente. Los cultivos se
mantuvieron a 37°C en una atmoésfera humidificada con CO2 al 5% durante 7
dias con los tratamientos descritos anteriormente, en el dia 7, las células
diferenciadas se incubaron durante 30 minutos con BAPTA 10 pM, en Ringer
Krebs libre de Ca?*, 20 mM cloruro de sodio, 5 mM cloruro de potasio, 1 mM
cloruro de magnesio, 25 mM bicarbonato de sodio, and 5.5 mM D-glucosa, el
pH se ajust6 a 7.3. Después de los 30 minutos de incubacién se removi6 el
Ringer Krebs libre de calcio, y se coloc6 medio DMEM/F12 suplementado con
1% de SFB y 1% de B27. Tanto el grupo control como el grupo tratado con
Taurina se incubaron con y sin inhibidores de los GABAAR o GABAsR (PTX,
CGP 55845 o baclofen respectivamente).



VIl RESULTADOS

Los cultivos de neuroesferas de la ZSV son ampliamente utilizados para
simular la capacidad proliferativa, autoregenerativa y de diferenciacion de las
CPNs. En las condiciones adecuadas, una sola célula progenitora es capaz de
generar una neuroesfera debido a su alto indice proliferativo. Estas, crecen
como estructuras esféricas que flotan libremente, conformadas por un
determinado numero de células individuales, que correlaciona positivamente
con el tamano de la neuroesfera y con los dias del cultivo in vitro; su diametro
suele oscilar entre 100 y 200 ym (Svendsen et al., 1998). Este modelo artificial
es capaz de evaluar la proliferacidon celular, la autorrenovacion y la
diferenciacion potencial. Las neuroesferas de este estudio, se obtuvieron a
partir de ratones CD1 en el sexto dia posnatal y se cultivaron en medio
DMEM/F12, suplementado con B27 (1%) y factores de crecimiento: EGF (20
nM) para promover la proliferacion, y FGF (20 nM) que ayuda a mantener el
estado progenitor. Las neuroesferas primarias, secundarias y terciarias se
tomaron en los dias 7, 12 y 17, respectivamente (Figura 9). A los 7 dias de
cultivo, las neuroesferas primarias mostraron un tamafio y morfologia irregular,
con la presencia de agregados celulares. Las neuroesferas secundarias (12
dias de cultivo), son homogéneas entre ellas, con un tamafio =150 ym,
simétricas y con bordes regulares. Las neuroesferas terciarias (17 dias de
cultivo), presentan mayor tamarno, =200 ym; sin embargo, el centro de la
neuroesfera presentd centros necréticos, debido a la ausencia de nutrientes
en esa zona, por lo que los experimentos realizados en este estudio, se

limitaron a neuroesferas secundarias.



Neuroesferas primarias

Neuroesferas secundarias

Neuroesferas terciarias

Figura 9 Microfotografias representativas en campo claro de las neuroesferas
obtenidas de la ZSV del cerebro de ratén. En el panel superior se encuentran las
neuroesferas primarias, en el panel de en medio las neuroesferas secundarias y en el panel
inferior las neuroesferas terciarias. Las microfotografias en los paneles izquierdos fueron
tomadas con un objetivo de 10x; panel derecho, 20x. Las neuroesferas se formaron a los 7,
12 y 17 dias, respectivamente.

Para determinar tanto el estado progenitor como la capacidad proliferativa de
las CPNs, se evalu6 la expresion de marcadores mediante ensayos de
inmunofluorescencia en neuroesferas secundarias. Estas expresan la proteina
Nestina (un marcador de células progenitoras), y Ki67 (un marcador de
proliferacion). En esos experimentos los nucleos fueron marcados con DAPI.
La presencia de estos marcadores confirman el origen progenitor y la

capacidad proliferativa de las células (Figura 10).
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Figura 10 Expresion de marcadores de células precursoras neurales en
neuroesferas secundarias derivadas de la zona subventricular. Marcaje por
inmunofluorescencia de marcadores de células precursoras neurales y de proliferacion en
neuroesferas secundarias aisladas de la zona subventricular. Los nucleos de las células
presentes en estas neuroesferas estan marcados con DAPI. Las neuroesferas fueron
inmunopositivas para A) nestina (rojo) y B) KI67 (verde), indicando la presencia de células
progenitoras neurales y proliferaciéon activa, respectivamente. Las microfotografias fueron
capturadas con un objetivo de 20x y la barra de escala proporcionada es consistente en todos
los paneles.

A continuacién, determinamos la presencia de receptores GABAs en las
células presentes en las neuroesferas. Estos receptores metabotropicos estan
compuestos por las subunidades GABAs1 y GABAs2. Debido a que la
subunidad GABABg1 contiene el sitio de union a GABA y la subunidad GABAB&2
esta acoplada a la proteina G, fue necesario demostrar la presencia de ambas
subunidades. Para este propoésito, realizamos ensayos individuales de
inmunofluorescencia para cada una de las subunidades, con el objetivo de
detectar su expresion en las células que conforman las neuroesferas. Los
resultados de estos ensayos revelaron la presencia de ambas subunidades de
los receptores GABAB en las células presentes en las neuroesferas, como se
observa en la Figura 11. La deteccion de GABAs1 y GABABg2 en estas células
sugiere que esta via neurotransmisora podria regular la funcién neuronal en

este modelo de cultivo.



Figura 11. Expresion de las subunidades del GABAsR en neuroesferas secundarias
derivadas de la zona subventricular. Marcaje por inmunofluorescencia de las subunidades
del GABAgR en neuroesferas secundarias aisladas de la ZSV. Las neuroesferas secundarias
mostraron inmunoreactividad a las dos subunidades del GABAsR, GABAgr1 (rojo) y GABAgr:
(rojo). Los nucleos de las células que conforman las neuroesferas se marcaron con DAPI.
Todas las microfotografias fueron capturadas con un objetivo de 20x y la barra de escala
proporcionada es consistente en todos los paneles.

Las neuroesferas de CPNs se disgregaron mecanicamente con la finalidad de
generar células individuales que fueron sembradas en placas de cultivo de 48
pozos pretratadas con poli D-lisina para favorecer la adhesién y la
diferenciacion neuronal. Para determinar la concentracion optima de taurina
en la generacion de células tipo neuronal, se realiz6 una curva dosis-
respuesta. La Figura 12 muestra la evaluacion de las siguientes
concentraciones de taurina: 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 30 mM y 60 mM. Los
resultados muestran que la concentracion de taurina mas efectiva para
promover la generacion de células tipo neuronal fue 10 mM, que es consistente
con lo reportado previamente (Huang et al., 2018; Pasantes-Morales &
Hernandez-Benitez, 2010). Esta concentracion fue la utilizada en los

siguientes experimentos.
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de taurina para la generacion de células tipo
neuronal. Se evalud la relacién dosis-respuesta de taurina en células derivadas de la ZSV,
utilizando concentraciones de 0, 2.5, 5, 10, 30 y 60 mM. Se determino que la concentracion
mas efectiva para generar células tipo neuronal fue de 10 mM.

Los cultivos de CPNs derivadas de la ZSV son conocidos por su capacidad de
diferenciarse en neuronas y células gliales, ya que los neuroblastos derivan de
las células B que tienen como origen la glia radial (Doetsch et al., 1997b). Se
ha observado que estas células tienden a diferenciarse en un mayor
porcentaje hacia un linaje astrocitico, lo cual puede atribuirse a la memoria
celular mantenida por estas células. Por ello, evaluamos por
inmunofluorescencia el porcentaje de células diferenciadas en astrocitos
mediante la deteccion de la proteina de GFAP, que es caracteristica de los
astrocitos. La Figura 13 muestra que el porcentaje de células GFAP+ en
cultivos expuestos a taurina (10 mM) es del 65%, mientras que en el grupo

control fue del 75%. Aunque no se observaron diferencias significativas entre



ambos grupos, se evidenci® una disminucibn en el porcentaje de
células GFAP+ en el grupo expuesto a taurina. Estos resultados, aunque no
alcanzaron significancia estadistica, son consistentes con hallazgos previos
(Doetsch et al., 1997a), que sugieren una tendencia de las CPNs de la ZSV a

diferenciarse hacia el linaje astrocitico.

Taurina

Figura 13 Efecto del tratamiento con taurina en la expresion de GFAP en las CNPs
derivadas de la ZSV. E| tratamiento con taurina (10 mM) disminuyé el porcentaje de células
GFAP+ (65%) en comparacion con el grupo control (75%), indicando un posible efecto de la
taurina en la modulacién de la diferenciacién hacia un linaje neuronal en cultivos de CPNs de
la ZSV.

Para evaluar el efecto de taurina sobre la diferenciacién neuronal, las CPNs
disgregadas y sembradas se trataron con taurina 10 mM, administrada cada
72 horas. Al finalizar este tiempo, evaluamos la expresion del
marcador DCX mediante un ensayo de inmunofluorescencia (Figura 14). Los
resultados revelaron un aumento significativo en la inmunopositividad a DCX
en las células tratadas con taurina en comparacion con el grupo control
(Prueba de Mann-Whitney, U = 4; p = 0.0019, n = 8 para cada condicion

experimental).
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Figura 14 . El tratamiento con taurina (10 mM) incrementa la expresion de DCX en
las CPNs derivadas de la ZSV. A) Microfotografia representativa en campo claro de células
de control (panel derecho) y tratadas con taurina (10 mM) (panel izquierdo) después de 14
dias de diferenciaciéon. B) Microfotografia de las inmunofluorescencias que muestran la
expresion de DCX (rojo), marcador de neuronas inmaduras, en las mismas condiciones. Los
nucleos fueron marcados con DAPI (azul). Las cabezas de flecha en color blanco indican
células con morfologia neuronal. En el panel izquierdo se muestra la grafica de dispersion que
corresponde al porcentaje de células DCX + en las células control (negro) y en las tratadas
con taurina (10 mM) (rojo) (n = 8 cultivos celulares para cada condicion experimental); Prueba
de Mann Whitney, ** p < 0.01.

Después, evaluamos si las células DCX+ expresan marcadores de neuronas
maduras. La Figura 15, muestra la evaluacion de la expresion de NeuN, una
proteina nuclear expresada en la mayoria de las neuronas postmitoticas que
nos permite evaluar el grado de maduracion neuronal en los cultivos celulares.
Generalmente, NeuN se expresa después de que ha disminuido la expresion
de DCX. Las células tratadas con taurina (10 mM) mostraron un incremento en
la inmunopositividad a NeuN (Prueba de Mann Whitney, U =4.5p <0.03 n =

6 para cada condicion).
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Figura 15 El tratamiento con taurina (10 mM) incrementa el numero de neuronas
maduras en las CPNs derivadas de la ZSV. A) Microfotografias de la inmunofluorescencia
contra NeuN, marcador de neuronas maduras, en células control y tratadas con taurina (10
mM) después de 14 dias de diferenciacion. El panel de la derecha muestra los nucleos
marcados con DAPI (azul). El panel central, ntcleos NeuN+(verde). El panel izquierdo muestra
el sobrelapamiento de estas dos tinciones, por lo que los ntcleos NeuN+ y DAPI+ se muestran
en color turquesa. B) Grafica de dispersion que muestra el porcentaje de células NeuN+ en
las células control (negro) y en las tratadas con taurina (10 mM)( rojo) (n = 6 cultivos celulares
para cada condicion experimental); Prueba de Mann Whitney, * p < 0.05.

Si la taurina promueve la morfologia neuronal, entonces las células
diferenciadas y tratadas con taurina (10 mM) deberan tener claras diferencias
morfolégicas comparadas con las células control. Consistente con este
enunciado, las células tratadas con taurina desarrollaron prolongaciones o
neuritas y mostraron una morfologia tipo neuronal, donde incluso es posible
distinguir el axon y las dendritas. En contraste, las células control presentaron
protrusiones cortas con una sola neurita primaria originada directamente del
soma y sin ramificaciones. Nuestros resultados muestran que la taurina
estimula la expresion de marcadores neuronales y tiene un efecto mayor al

inducir caracteristicas tipo neuronal.

El anéalisis morfométrico de las células DCX+ nos ofrece informacion relevante

sobre el proceso de diferenciacién neuronal. La Figura 16A muestra que las



células tratadas con taurina (10 mM) presentaron un aumento en el nUmero
total de neuritas en comparacién con el grupo de control. Especificamente, se
observé un incremento significativo en el desarrollo de neuritas secundarias,
terciarias y de orden superior en las células tratadas con taurina (Figura 16D).
Este fendmeno sugiere que la taurina puede desempefiar un papel importante
durante el desarrollo de la complejidad morfoldgica neuronal (Prueba de Mann
Whitney, U = 426; p < 0.001). También se observd que la extensién de las
neuritas terciarias y de orden superior se incrementd significativamente en
comparacién con el grupo de control (Figura 16E) (ANOVA de una via; p <
0.001).

El aumento en el numero de ramificaciones neurales en comparacioén con el
grupo control refleja un fendmeno importante en el desarrollo neuronal: el
desarrollo del arbol dendritico. Este aumento en la complejidad morfolégica de
las células tratadas con taurina (10 mM), caracterizado por la presencia de
multiples ramificaciones, contrasta con la morfologia limitada del grupo control,
donde predominan las neuritas primarias largas sin puntos de ramificacion

evidentes.
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Figura 16 El tratamiento con taurina (10 mM) favorece el desarrollo de la morfologia
neuronal en las CPNs derivadas de la ZSV. A) Grafico de dispersion con el nimero total
de neuritas en las células DCX+ en la condicion control (n = 36) y en las células tratadas con
faurina (n = 40). B) Grafico de probabilidad acumulada que resume el numero de
intersecciones de neuritas en las células de control comparada con las células tratadas con
taurina. El desplazamiento hacia la derecha de las células tratadas con taurina refleja el
aumento en el numero de ramificaciones en las neuritas (n = 8 para cada condicion
experimental). C) Ejemplos de reconstrucciones digitales donde se muestra el aumento en el
numero de neuritas primarias, secundarias y terciarias en las células que fueron tratadas con
faurina 10 mM. D) Grafico de dispersion con el numero total de neuritas primarias,
secundarias, terciarias y de orden superior en las células control (n = 36) y las que fueron
tratadas con taurina 10 mM (n = 40). E) Grafico de dispersion del largo de las neuritas
primarias, secundarias, terciarias y de orden superior en las células control (n = 36) y las que
fueron tratadas con taurina 10 mM (n = 40). *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Para evaluar la complejidad dendritica, se realizaron anélisis morfométricos de
Sholl en 6 células diferenciadas y tratadas con taurina, asi como en la
condicién control, por lo que se realizaron reconstrucciones digitales. Los
circulos concéntricos se trazaron con una distancia de 10 yM y se
sobrepusieron sobre las reconstrucciones digitales (Figura 17). El analisis de
Sholl mostré diferencias importantes en la morfologia neuronal entre los

grupos experimentales. Mientras que las células del grupo control mostraron



morfologia predominantemente unipolar con escasas neuritas, las células
tratadas con taurina mostraron morfologia multipolar con abundantes
crecimientos neuriticos y una arborizacidn compleja. El mayor numero de
intersecciones se resume en el grafico que muestra el area bajo la curva (ABC)
obtenida del analisis de Sholl (ABC en las células tratadas con taurina = 310.4
+ 39.4% comparadas con el control; t-test: 1(10) = 7.875; *** p <0.001, n =6

para cada condicién experimental).

Estos resultados, sugieren que la taurina actia como un morfégeno en el
proceso de diferenciacion neuronal. Ademas, la transicion de una morfologia
unipolar a una multipolar, junto con el aumento en la densidad y la extension
de las neuritas en las células tratadas con taurina (10 mM), sugiere un efecto
positivo en la promocién y maduracion neuronal durante la diferenciacién de

las células precursoras neurales.
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Figura 17. El tratamiento con taurina (10mM) promueve la diferenciacion neuronal y
estimula la complejidad dendritica. A) Reconstrucciones digitales representativas y anillos
concéntricos (distancia entre anillos = 10 ym) utilizados para el analisis morfométrico tipo
Sholl. B) Analisis tipo Sholl comparando el numero de intersecciones de neuritas en la
condicién de control y en las células tratadas con taurina. En el recuadro superior se muestra
el grafico del area bajo la curva (ABC) que muestra el area total obtenida del analisis tipo Sholl
realizado en las células de control y tratadas con taurina (n = 8 células DCX+) *** p < 0.001.



Las células diferenciadas tratadas con taurina (10mM) expresan marcadores
neuronales y presentan morfologia mas desarrollada con mayor complejidad
dendritica, lo que sugiere un estado de maduracion neuronal. Por ello,
determinamos las propiedades electrofisioldégicas pasivas y activas de las
CPNs, mediante registros de patch-clamp, en la modalidad de célula completa.
Medimos las propiedades de la membrana de 14 células divididas en células

control y tratadas con taurina (10 mM) (n = 7 para cada grupo).

En comparacion con las células control, las células tratadas con taurina (10
mM) presentaron una disminucion en las deflexiones de voltaje de membrana
(Figura 18A), lo que indica una mayor funcionalidad de los canales iGnicos
activos cerca del potencial de membrana en reposo (PMR), posiblemente
debido a la presencia de canales de potasio dependientes de voltaje. La Figura
18B muestra la relacion corriente-voltaje, a partir de la cual determinamos que
la taurina no alter6 el PMR en comparacion con las células control (PMR
en: células control = -67.1 + 4.7 mV; células tratadas con taurina = -69.4 + 4.6
mV; ANOVA de una via; F(2,18) = 0.456; P = 0.641). También, observamos
una disminucién importante en la resistencia de entrada somatica (Rn) de las
CPNs tratadas con taurina en comparacién con las células control, consistente
con la disminucién en las deflexiones de voltaje debido a la mayor actividad de
los canales i6nicos cerca del PMR, que se muestra en la Figura 18C (Rn
en: células control = 777.7 + 87.66 MQ); células tratadas con taurina = 307.3 +
22.55 MQ, prueba de Tukey; p <0.001; ANOVA de una via; F(2,18) = 21.040;
p <0.001). Los cambios en la Rn fueron acompanados por un aumento en la
capacitancia de la célula (Cm) (Cm en: células control = 34.6 + 6.7 pF; células
tratadas con taurina = 92.7 + 8.7 pF; prueba de Tukey; p <0.001; ANOVA de
una via; F(2,18) = 10.860; p <0.001; Figura 18D). Ademas, la Cm fue mayor

en las células tratadas con taurina, lo que corresponde con la regulaciéon del



volumen celular mediada por taurina. Finalmente, no encontramos diferencias
en la constante de tiempo de carga de membrana (tmemb) entre las condiciones
experimentales (tmemb €n células control = 25.7 + 3.21 ms; en células tratadas
con taurina = 27.8 = 2.25 ms; ANOVA de una via; F(2,18) = 0.616; P = 0.550;
Figura 18E).
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Figura 18. Propiedades electrofisiolégicas de las CPNs diferenciadas tratadas con
taurina. A) Respuestas representativas corriente-voltaje provocadas a -60 mV en células
control (negro), y en las ceélulas tratadas con taurina (rojo). Es importante destacar la
disminucion de la respuesta de voltaje en las células tratadas con taurina, que se muestra con
las lineas discontinuas. Diagramas de caja y experimentos individuales (circulos) que
muestran: B) PMR, C) Ry somatica, D) Cm somatica, y E) tnem» de las células control, y las
células tratadas con taurina (n= 7 células por grupo) *** p < 0.001.

Después, evaluamos las propiedades activas de la membrana de las células
diferenciadas en condicién control y en las células tratadas con taurina (10
mM). Se inyectaron pulsos de corriente crecientes para probar si una
despolarizacién sostenida de la membrana desencadenaba un potencial de
accion (PA). Las células control no presentaron PA, como se ilustra en la

Figura 19, en donde solo dos células control produjeron un pequefio 'espicula’



sensible al voltaje ante una despolarizacion sostenida. En contraste, en
respuesta a la corriente inyectada a las células tratadas con taurina (10 mM),
se observd una descarga repetitiva de PA. El numero de células que mostraron
formas de onda similares a un PA frente a las células sin respuesta (relleno
gris) se resume en los gréaficos superiores de la Figura 19A. En las células de
control, la proporcion de células que solo generaron un 'espicula' fue del
28.57%; mientras que en las células tratadas con taurina el 85.71%

respondieron con al menos un PA.

Ademas, es interesante que el PA observado en las células tratadas con
taurina  fue seguido por un postpotencial hiperpolarizante
(afterhyperpolarization o AHP, por sus siglas en inglés) que se asemejaba a la
AHP lenta dependiente de Ca?* que sigue al PA en las neuronas maduras del
SNC. El patrén de disparo observado en las dos condiciones experimentales
y la fase de AHP resultante se ilustran en la Figura 19B. Ademés, mostramos
el disparo repetitivo en términos de frecuencia de PA. La Figura 19C resume
la frecuencia de PA en funcién de la corriente inyectada en las células de

control y las tratadas con taurina (10 mM).
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Figura 19. El tratamiento con taurina induce la maduracion electrofisiologica
neuronal. A) Respuestas representativas de voltaje evocadas a -60 mV. La despolarizacion
sostenida desencadeno un ‘espicula’ en las células de control (rojo); mientras que en las
células tratadas con taurina (rojo), se observd una breve rafaga de potenciales de accion. Los
graficos superiores muestran la proporcion de células capaces de generar un PA en respuesta
a la inyeccion de corriente despolarizante. B) Ampliacion de las espigas representativas



obtenidas en las dos condiciones experimentales. Las células tratadas con taurina (10 mM)
mostraron una conductancia AHP bien definida tras el PA individual. C) Grafico de la
frecuencia maxima promedio de disparo de espigas en respuesta a pulsos de corriente
despolarizantes para cada condicion experimental.; (n = 7 células para cada grupo
experimental).

La incubacion con taurina (10 mM) modificé la cinética de la espiga o deflexidén
de voltaje rapida.. Este efecto es evidente en las espigas representativas de la
Figura 20A. Como se menciond anteriormente, la espiga control (o0 espicula)
es pequefa y lenta, con una amplitud menor al del potencial de accién, sin
AHP y requirié6 una despolarizacion fuerte para iniciarse. Por otro lado, las
células tratadas contaurina (10 mM) produjeron espigas rapidas vy
regenerativas con una amplitud bien definida, seguidas por una AHP. Debido
a esto, analizamos las propiedades cinéticas de las espigas regenerativas y
comparamos los parametros resultantes con valores obtenidos de potenciales
de accion reales de interneuronas GABAérgicas. Primero, determinamos el
umbral de voltaje de la membrana (Vth) para la iniciacibn de la espiga
calculando su tercera derivada, un método matematico que identifica el umbral
real del PA (Figura 20A). En comparacion con las células control, encontramos
que el tratamiento con taurina desplaza el Vth de la espiga a un potencial de
membrana mas hiperpolarizado, mas cercano al Vth de un PA real, como se
muestra en la Figura 20B (Vth de la espiga en células control = -21.1 + 2.00
mV; células tratadas con taurina = -35.2 + 1.44 mV; prueba de Tukey; P =
0.005; ANOVA de una via; F(2,9) = 9.352; P = 0.006; Vth de PA real = -42.33
+ 1.54 mV;prueba de Tukey; p <0.001; ANOVA de una via; F(3,14) = 15.840;
p <0.001). A continuacion, analizamos los parametros cinéticos de las espigas
utilizando una gréfica de desconvolucion geométrica de voltaje o phase Plot.
El panel izquierdo en la Figura 20C muestra una espiga de un PA real de una
interneurona del hipocampo, y en el panel derecho, su phase plot. La figura
20D muestra los graficos de superpuestos de las dos condiciones

experimentales mas un PA real (representado en color verde).
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Figura 20. Propiedades cinéticas de las espigas de las CPNs diferenciadas. A)
Espigas superpuestas de células control y células tratadas con taurina (10mM). El trazo en
color verde corresponde a un PA real de una interneurona GABAérgica. Es importante resaltar
el inicio lento, y la falta de AHP en el espicula de la condicién control. En contraste, el
tratamiento con taurina aumento el inicio, la amplitud y la repolarizaciéon de la espiga. B)
Ejemplos representativos de la prnmera y tercera derivadas (frazo gris y negro,
respectivamente) de un PA real. El Vth para la iniciacion del PA se determino por el cambio
de la tercera derivada de negativa a positiva. C) Diagramas de caja y experimentos
individuales que muestran el Vth para cada grupo experimental, incluidos los valores obtenidos
de un PA real (verde). El tratamiento con taurina desplazé el Vth a un potencial de membrana
mas hiperpolarizado. C) Ejemplo de un PA real de una interneurona GABAérgica y el phase
plot resultante que indica los parametros cinéticos medidos. PMD = pendiente maxima de
despolarizacion; PMR = pendiente maxima de repolarizacién; h-w = ancho medio del pico. D)
Diagramas de fase superpuestos de células control, células tratadas con taurina (10 mM), y
un PA real. Graficas de caja y experimentos individuales que resumen los parametros cinéticos
obtenidos de las espigas en cada condicion experimental. El tratamiento con taurina: E)
aumento la amplitud de la espiga; F) disminuyo el h-w de la espiga; G) aumenté la PMD; y H)
disminuy¢ la PMR, “p < 0.05; *p < 0.001.



En comparacién con las células control, el tratamiento con taurina (10 mM)
aumentd la amplitud de la espiga (amplitud de la espiga en células control =
27.1 £ 2.55 mV; en células tratadas con taurina = 81.9 + 3.58 mV; prueba de
Tukey; P = 0.001; ANOVA de una via; F(2,9) = 14.330; P = 0.002). Las CPNs
tratadas con taurina (10 mM) tuvieron una amplitud mas cercana a la amplitud
real del PA (amplitud real del AP = 90.97 + 2.12 mV; prueba de Tukey; p <
0.001; ANOVA de una via; F(3,14) = 20.940; p < 0.001; Figura 21A).
Consistente con este hallazgo, el ancho medio de la espiga (h-w) fue mas corto
en las células tratadas con taurina (10 mM), y en este grupo fue mas cercano
al h-w real del AP (h-w de la espiga en células control = 3.4 + 0.70 ms; en
células tratadas con taurina = 2.0 + 0.09 ms; prueba de Tukey; P = 0.009;
ANOVA de una via; F(2,9) = 9.198; P = 0.007; h-w real del AP = 1.7 =+ 0.14;
prueba de Tukey; p <0.001; ANOVA de una via; F(3,14) = 12.910; p <0.001;
Figura 21B). Asi mismo, la pendiente maxima de depolarizacion (o PMD) de la
espiga, un parametro que refleja la actividad de la conductancia de Na*
dependiente de voltaje del PA, aumenté en las células tratadas con taurina
(PMD en: células control = 18.7 + 1.80 mV/ms; células tratadas con taurina =
58.1 £ 2.57 mV/ms, prueba de Tukey; p <0.001;; ANOVA de una via; F(2,9) =
32.260; p <0.001; MDS real del AP = 88.7 + 2.88 mV/ms; prueba de Tukey; p
< 0.001; ANOVA de una via; F(3,14) = 79.130; p < 0.001; Figura
21C).También, calculamos la pendiente maxima de repolarizacion (PMR)
como una medida indirecta de las conductancias de K* dependientes de voltaje
que subyacen a la fase de repolarizaciéon del PA. En comparacion con las
células control, el tratamiento con taurina aument6 la velocidad de la PMR
(PMR en: células control = -22.7 + 2.50 mV/ms; células tratadas con taurina =
-79.5 + 3.08 mV/ms; prueba de Tukey; p <0.001]; ANOVA de una via; F(2,9)
=48.870; p <0.001; MRS real del AP =-84.7 + 3.56 mV/ms; prueba de Tukey;
p <0.001; ANOVA de una via; F(3,14) = 42.630; p <0.001).



Por ultimo, examinamos la expresion funcional de las corrientes
macroscopicas expresadas por las CPNs. A diferencia de los experimentos
previos, utilizamos el modo de fijacion de voltaje, y aplicamos un protocolo que
evoca secuencialmente una corriente entrante seguida de una corriente
saliente. Como puede verse en la Figura 21, el tratamiento con taurina (10 mM)
incrementd notablemente la corriente entrante en comparacion con las células
de control (corriente entrante en condicién de control = -76,2 + 24 pA; en las
células tratadas con taurina = -248,1 + 36,3 pA; prueba t; p <0,01). Lo que
sugiere un incremento en las corrientes entrantes de Na* dependientes de
voltaje. Por otro lado, la corriente saliente exhibié dos componentes cinéticos:
un pico de corriente de inactivaciéon rapida seguido por una corriente sostenida
que se asemeja a las corrientes neuronales de potasio /a e Ip, respectivamente
(Griego et al.,, 2021, 2022). Ademas, las células tratadas con taurina
presentaron una mayor amplitud de la corriente saliente de inactivacion rapida
(corriente de inactivacion rapida en la condicion de control = 1.474,3 £ 150 pA;
en las células tratadas con taurina = 2.621,4 + 42 pA; prueba t; p <0,05) y la
corriente sostenida (corriente sostenida en la condicién de control = 847 + 111

PA; en las células tratadas con taurina = 1957,5 £ 421 pA). ; pruebat; p <0,05).
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Figura 21 Propiedades de las corrientes macroscopicas de las CPNs diferenciadas.
Trazos de corriente obtenidos en una célula control y una célula tratada con taurina (10mM).



Las flechas azules indican la corriente entrante, las flechas negras indican la corriente saliente
de inactivacion rapida y la corriente sostenida. En el panel derecho se muestra una ampliacion
de las corrientes entrantes. Trazo negro control; trazo rojo, corriente entrante tratada con
taurina (10mM). En el panel inferior se muestra la grafica de la dependencia del voltaje y la
amplitud maxima de la corriente entrante. Panel central muestra la grafica de la amplitud
maxima del pico de la corriente saliente rapida. Panel derecho, amplitud de la corriente saliente
sostenida. n = 12 células para cada condicion experimental.

En conclusién, el tratamiento con taurina (10 mM) indujo cambios significativos
en las propiedades electrofisiologicas de las CPNs. Las células tratadas con
taurina (10 mM) mostraron una mayor funcionalidad de los canales i6nicos
membranales, una disminucion en la resistencia de entrada somatica, y un
aumento en la capacitancia celular. Ademas, la taurina favorecié la generacion
de PA repetitivos, con caracteristicas cinéticas que se asemejan a los
potenciales de accidn de las neuronas maduras. Estos resultados indican que
la taurina es un potente inductor de la diferenciacion fenotipica de las CPNs,
transformandolas hacia un fenotipo similar al de neuronas con propiedades

electrofisiolégicas completas y funcionales.

Estudios previos han demostrado que el GABAAR participa en el proceso de
diferenciacion de las CPNs (Tochitani et al., 2021). Con la finalidad de evaluar
si el GABAAR esta involucrado en el proceso morfogénico mediado por taurina,
las CPNs se  preincubaron con PTX (100 uM) durante 60
minutos, terminado este tiempo se administrd taurina cada 72 horas y se
dejaron crecer durante un periodo de 14 dias. El pretratamiento con PTX
resulté en una reduccion significativa en el numero de células DCX+, marcador
especifico neuronal temprano (células DCX+ en presencia de taurina = 117.9
+ 3.93%; ANOVA de una via; Prueba de Tukey; p < 0.01; en presencia de
taurina + PTX = 73.49 + 3.93%; ANOVA de una via; prueba de Tukey; p <
0.001; F (2, 21) = 42.05; n = 8 para

cada condicién experimental). La disminucién en la cantidad de células DCX+



indica una posible interrupcién en el proceso de diferenciacién neuronal inicial,
subrayando la importancia de la activacion del GABAAR en el mantenimiento

y promocién del desarrollo neuronal temprano.
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Figura 22. El bloqueo farmacoldgico del GABA4R disminuye el numero de células
DCX+ en las CPN de la ZSV.A) Microfotografia representativa en campo claro de células de
control (panel derecho), tratadas con taurina (10 mM) (panel de en medio) y tratadas con
taurina (10mM) + PTX (100 uM) después de 14 dias de diferenciacién. B) Microfotografia de
inmunofluorescencia mostrando la expresion de DCX (rojo), marcador de neuronas
inmaduras, en las mismas condiciones. Los nucleos fueron marcados con DAPI (azul). Las
cabezas de flecha en color blanco indican células con morfologia neuronal. En el panel
izquierdo se muestra la grafica de dispersion que corresponde al porcentaje de células DCX+
en las células control (negro), en las tratadas con taurina (10 mM) (rojo) y en las células
tratadas con taurina (10mM) + PTX (100 uM) (n = 8 cultivos celulares para cada condicion
experimental); ANOVA de una via., **p < 0.01; ***p < 0.001.

En el analisis morfométrico, las células pretratadas con PTX (100 uM) y
posteriormente tratadas con taurina mostraron una disminucién
estadisticamente significativa en el nUmero total de neuritas y en la longitud de
las neuritas primarias, asi como la ausencia de neuritas terciarias y de orden
superior (el nUmero de neuritas totales en las células tratadas con taurina
comparadas con las células control (n = 43) = 138.3 + 8.1%; ANOVA de una
via; prueba de Tukey; p < 0.001; taurina + PTX (n = 23) vs. células tratadas
con taurina (n = 43) = 52.6 + 7.6%; ANOVA de una via; prueba de Tukey; p <
0.001; F (2, 106) = 38.00).



Esta reduccion se ejemplifica en las reconstrucciones digitales en las tres
condiciones experimentales (Figura 23C), donde se observa la falta de
desarrollo neuronal y de crecimiento dendritico en las células tratadas
contaurina + PTX; estas neuronas no presentan el mismo grado
de arborizacién dendritica ni extensidn neuronal en comparacién con las
tratadas con taurina. De manera adicional, la Figura 23B muestra la
distribuciébn del numero total de intersecciones en las tres condiciones
experimentales en un gréafico de probabilidad acumulada, destacando

nuevamente la importancia del GABAAR en la morfogénesis y el desarrollo

neuronal.
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Figura 23. El bloqueo farmacolégico del GABAAR inhibe el crecimiento de neuritas
en las CPNs de la ZSV. A) Gréfico de dispersién con el nimero total de neuritas en la
condicion de control (n = 36), en células tratadas con taurina (n = 40) y en células tratadas con
taurina (10mM) + PTX (100 uM) (N = 27). B) Grafico de probabilidad acumulada que resume
el numero de intersecciones de neuritas en las células de control y las células tratadas con
faurina comparado con células tratadas con taurina (10mM) + PTX (100 uM). EI
desplazamiento hacia la izquierda de las células tratadas con taurina + PTX muestra la
disminucion en el numero de intersecciones de neuritas cuando los GABAAR fueron
bloqueados C) Ejemplos de reconstrucciones digitales donde se muestra la disminucion en el
numero de neuritas primarias, secundarias y terciarias en las células tratadas con taurina +
PTX. ANOVA de una via; *** p < 0.001.

Ademas, realizamos un analisis de Sholl para determinar la complejidad
dendritica en estas células, lo cual permitié observar con precision los cambios
morfolégicos inducidos por el tratamiento con PTX (100 uM). Los resultados

mostraron que las células tratadas con PTX (100 uM) presentaban una



morfologia predominantemente unipolar o bipolar, con neuritas que se originan
directamente del soma. Estas células se caracterizaron por la presencia de un
numero limitado de neuritas y una escasez significativa de ramificaciones. Esto
se resume en el grafico de area bajo la curva (ABC). (ABC en
las células tratadas con taurina = 310.4 + 39.42%; ANOVA de una via; prueba
de Tukey; p < 0.001; ABC + PTX = 81.25 + 33.74 %; ANOVA de una via;
prueba de Tukey; p < 0.001 F (2, 15) = 60.05; n = 6 para cada condicion

experimental.
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Figura 24. El bloqueo farmacolégico del GABAsR disminuye la complejidad
dendritica. A) Reconstrucciones digitales y anillos concéntricos (distancia entre anillos = 10
#m) utilizados para el analisis morfométrico tipo Sholl. B) Analisis tipo Sholl comparando el
numero de intersecciones de neuritas en condicion control, en células tratadas con taurina y
en células tratadas con taurina + PTX. En el recuadro superior se muestra el grafico del area
bajo la curva (ABC) que muestra el area total obtenida del analisis tipo Sholl realizado en las
células de control, tratadas con taurina y tratadas con taurina + PTX (n = 8 células DCX+)
ANOVA de una via; ™ p < 0.001.

La Figura 25 muestra la expresion funcional de las corrientes macroscépicas
expresadas por las CPNs. En las células tratadas con taurina + PTX, la Rn no
mostré un cambio significativo en comparacion con las células control (Rn en
células tratadas con taurina = 204.6 = 18.2 MQ; en taurina + PTX = 513.5 +
114 MQ; prueba t; p < 0.01). Asimismo, no se encontraron cambios en la

capacitancia de membrana (Cm) de las células tratadas con taurina + PTX



comparado con las células tratadas solo con taurina (Cm en células tratadas
con taurina = 47.39 = 9.22 pF; en taurina + PTX =55.10 = 18.13 pF).
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Figura 25. Propiedades de las corrientes macroscopicas de las CPNs diferenciadas
tratadas con PTX. Trazos de corriente representativos, obtenidos en una célula tratada con
taurina (10 mM) y una célula tratada con taurina (10 mM) + PTX (100 uM). Las flechas azules
indican la corriente entrante, las flechas negras indican la corriente saliente de inactivacion
rapida y la corriente sostenida. En el panel derecho se muestra una ampliaciéon de las
corrientes entrantes, el trazo azul muestra la célula tratada con taurina (10 mM) y el trazo rojo,
corresponde a la corriente entrante de una célula tratada con taurina (10mM) + PTX (100 uM).
En el panel inferior se muestra la grafica de la dependencia del voltaje y la amplitud maxima
de la corriente entrante. El panel central muestra la grafica de la amplitud maxima del pico de
la corriente saliente de inactivacion rapida. En el panel derecho se muestra la amplitud de la
corriente saliente sostenida.

Estos experimentos indican que la activacion del GABAAR es un paso esencial
en el proceso morfogénico y en el crecimiento de neuritas mediado por la
taurina. La inhibicién farmacoldgica de los GABAaAR con PTX no solo disminuy6
la expresion de DCX, sino que también afectd negativamente la complejidad
morfolégica de las neuritas, mostrando la importancia de este receptor en la
mediacion de los efectos promotores de la taurina sobre la diferenciacion y
maduraciéon neuronal. Estos resultados subrayan el papel critico de la
sefalizacion del GABAAR en la regulacion de la neurogénesis y la

morfogénesis neuronal.



Considerando que el GABAAR juega un papel importante en el proceso de
diferenciacion mediado por taurina, y que las neuroesferas secundarias
expresan ambas subunidades del GABAsR, determinamos el papel del
GABA&R en la diferenciacion de las CPNs. Las células disgregadas fueron
preincubadas con baclofen (100 uM), agonista del GABAsR, durante 60
minutos. Posteriormente, se les agreg6 taurina (10mM), y estos cultivos se
mantuvieron durante 14 dias, reaplicando ambos tratamientos cada 72 horas.

Al término de este periodo, se evalud la expresiéon de DCX.

La activacion del GABAB&R con baclofen (100 uM), en combinacién con taurina
(10mM) no modificé significativamente el niumero de células DCX+ en
comparacion con las células tratadas solo con taurina como se muestra en la
Figura 26 (numero de células DCX+ en presencia de taurina comparado con
las células control = 117.9 + 4.38%; ANOVA de una via; prueba de Tukey; p <
0.01; en presencia de taurina + 106.3 + 4.38%; ns; F (2, 20) = 8.33; n = 8 para

cada condicidén experimental).
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Figura 26. La estimulacion farmacoldégica del GABAsR no tiene efecto en el niumero
de células DCX+ en las CPNs de la ZSV. A) Microfotografia representativa en campo claro
de células control (panel derecho), tratadas con taurina (10 mM) (panel de en medio) y tratadas
con taurina (10mM) + baclofen (100 uM) después de 14 dias de diferenciacion. B)
Microfotografia de inmunofluorescencia mostrando la expresion de DCX (rojo), marcador de
neuronas inmaduras, en las mismas condiciones. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul).
Las cabezas de flecha en color blanco indican células con morfologia neuronal. En el panel
izquierdo se muestra la grafica de dispersion que corresponde al porcentaje de células DCX+
en las células control (negro), las tratadas con taurina (10 mM) (rojo) y las tratadas con taurina
(10mM) + baclofen (100 uM) (azul). (n = 8 cultivos celulares para cada condicion
experimental); ANOVA de una via. **p < 0.01.

Ademaés, la activacion del GABAsR con baclofen redujo significativamente
el crecimiento de neuritas (Figura 27) (nUmero de neuritas totales en células
tratadas con taurina en comparacion con las células control (n=43) =138.3 +
8.1%; ANOVA de una via; prueba de Tukey; ns; en taurina + baclofen (n = 20)
comparado con las células tratadas con taurina (n=43) =83.1 £ 7.7%; ANOVA
de una via; prueba de Tukey; p < 0.001; F (2, 118) = 20.38). El andlisis
morfométrico adicional reveld que las intersecciones de las neuritas también
disminuyeron en la condicion de taurina + baclofen (Figura 23C), donde se
observa que las células tratadas con taurina + baclofen presentan una
morfologia simplificada parecida al control, con
morfologia principalmente bipolar con pocas prolongaciones neuriticas de

extensién limitada.
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Figura 27. La activacion del GABABR con baclofen no estimula el proceso de
diferenciacion de las CPNs de la ZSV. A) Gréfico de dispersion con el numero total de
neuritas en control (n = 36); en células tratadas con taurina (n = 40) y en células tratadas con
taurina (10mM) + baclofen (100 uM) (N = 37). B) Grafico de probabilidad acumulada con el
numero de intersecciones de neuritas en células control y en células tratadas con taurina
comparado con células tratadas con taurina (10mM) + baclofen (100 uM). El desplazamiento
hacia la izquierda de las células tratadas con taurina + Baclofen que se mantiene similar a la
condicién control muestra que la activacion del GABAsR no estimula el proceso de
diferenciaciéon neuronal. C) Ejemplos de reconstrucciones digitales donde se muestra la
disminucion en el nimero de neuritas primarias, secundarias y terciarias en las células
tratadas con taurina + baclofen. ANOVA de una via; *** p < 0.001.

El analisis de Sholl mostrd que las células tratadas con baclofen presentaron
un numero significativamente menor de intersecciones en comparacién con las
células tratadas con taurina. Este analisis también incluyo el célculo del area
bajo la curva (ABC), la cual resultd ser considerablemente menor en las células
tratadas con baclofen. Estos resultados sugieren que a diferencia de la taurina,
el baclofen no promueve la morfogénesis y el desarrollo dendritico en las
células (Figura 28A) (ABC en presencia de taurine comparado con las células
= 310.1 = 40%; ANOVA de una via; prueba de Tukey; p < 0.001; ABC en
presencia de taurina comparado con las células tratadas con taurina + baclofen

=189.6 = 37.5 %; ANOVA de una via; prueba de Tukey; p <0.001).
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Figura 28. La activacion farmacolégica del GABAgR no estimula la complejidad
dendritica. A) Reconstrucciones digitales representativas y anillos concéntricos (distancia
entre anillos = 10 ym) utilizados para el anéalisis morfomeétrico tipo Sholl. B) Analisis tipo Sholl
comparando el numero de intersecciones de neuritas en la condicion de control, en las células
tratadas con taurina y en las células tratadas con taurina + baclofen. En el recuadro superior
se muestra el grafico del area bajo la curva (ABC) que muestra el area total obtenida del
analisis tipo Sholl realizado en las células de control, tratadas con taurina y tratadas con taurina
+ baclofen (n = 8 células DCX+) ANOVA de una via; *p <0.01, *** p < 0.001.

La falta de accién de la estimulacion de los GABAsR no solo afect6 el
crecimiento dendritico, sino que impacté las propiedades electrofisiologicas de
las células. La estimulacion con taurina resultd en un notable aumento en la
corriente entrante (corriente entrante en células tratadas con taurina (n = 6) =
—248.09 + 36.30 pA; en células tratadas con taurina + baclofen (n = 3) = -64.99
+41.94 pA; prueba t: t(7) = 3.24; p = 0.001). Ademas, los componentes de la
corriente saliente también se vieron afectados. (corriente de inactivacion
rapida en las células tratadas con taurina (n = 6) = 2,154.5 + 422 pA; en
presencia de taurina y baclofen (n = 3) = 1,070 + 450 pA; prueba t: t(7) = 2.13;
p = 0.06; (ns); corriente saliente sostenida en las células tratadas con taurina
(n =6) =1,557.5 + 421 pA; en presencia de taurina y baclofen (n = 3) =550 +
207 pA; prueba t: t(7) = 2.07; p = 0.08; ns); en presencia de taurina + baclofen,
la resistencia somatica de entrada (Rn) mostré un cambio significativo en
comparacién con las células tratadas con taurina. (Rn en células tratadas con
taurina (n = 6) = 190.8 + 19.7 MQ; en células tratadas con taurina y baclofen
(n = 3) =463.3 = 66 MQ; prueba t: t(7) = 5.49; p = 0.001). No se encontraron



cambios en la capacitancia de membrana (Cm) de las células tratadas con
taurina + baclofen en comparacién con las células tratadas con taurina. (Cm
en las células tratadas con taurina (n = 6) = 48.1 = 9.22 pF; en taurina y
baclofen (n = 3) = 43.84 + 11.42 pF; prueba t: t(7) = 1.55; ns).
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Figura 29 Propiedades de las corrientes macroscopicas de las CPNs diferenciadas
tratadas con baclofen. Trazos de corriente representativos, obtenidos en una célula tratada
con taurina (10 mM) y una célula tratada con taurina (10 mM) + baclofen (100 uM). Las flechas
azules indican la corriente entrante, las flechas negras indican la corriente saliente rapida
inactivante y la corriente sostenida. En el panel derecho se muestra una ampliacién de las
corrientes entrantes, el trazo azul muestra la célula tratada con taurina (10 mM) y el trazo rojo,
corresponde a la corriente entrante de una célula tratada con taurina (10mM) + baclofen (100
uM) . En el panel inferior se muestra la grafica de la dependencia del voltaje y la amplitud
maxima de la corriente entrante. Panel central muestra la grafica de la amplitud maxima del
pico de la corriente saliente rapida inactivante. Een el panel derecho se muestra la grafica que
muestra la amplitud de la corriente saliente sostenida.n = 12 células para cada condicion
experimental.

En conjunto, estos resultados demuestran que la activacion inducida por
baclofen del GABAsR no contribuye al proceso de diferenciacion neuronal de
las CPNs de la ZSV ni a la expresion de corrientes macroscopicas. Por el

contrario, la activacion de GABAsR parece interferir con el crecimiento de



neuritas y la expresion funcional de canales i6nicos, reduciendo la complejidad

dendritica y afectando negativamente la morfologia neuronal.

Después de evaluar los efectos del agonista del GABAsR, evaluamos los
efectos del blogueo del GABA&R en el proceso de diferenciacion. Las CPNs
fueron tratadas con CGP 55845 (5 uM), un antagonista selectivo de GABAsR,
en presencia de taurina (10 mM), durante 14 dias, reaplicando el cotratamiento
cada 72 horas. Al término de este tiempo, evaluamos la expresién de DCX. El
bloqueo del GABAsR con CGP 55845 aument6 el numero de células DCX+ de
manera similar a lo observado con taurina (células DCX+ en presencia de
taurina comparadas con células de control = 117.9 + 3.60%; ANOVA de una
via; prueba de Tukey; p = 0.0002; en presencia de CGP 55845 + taurina
comparado con células tratadas con taurina = 117.2 + 3.60%; ANOVA de una
via; prueba de Tukey; p =0.9775; F (2, 21) = 15.37; n = 8 para cada condicién

experimental).
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Figura 30. El bloqueo farmacologico del GABAsR incrementa el nimero de células
DXC+ en las CPNs de la ZSV. A) Microfotografia representativa en campo claro de células



de control (panel derecho), tratadas con taurina (10 mM) (panel de en medio) y tratadas con
taurina (10mM) + CGP 55845 (5 uM) después de 14 dias de diferenciacion. B) Microfotografia
de inmunofluorescencia mostrando la expresion de DCX (rojo), marcador de neuronas
inmaduras, en las mismas condiciones. Los nucleos fueron tenidos con DAPI (azul). Las
cabezas de flecha en color blanco indican células con morfologia neuronal. En el panel
izquierdo se muestra la grafica de dispersion que corresponde al porcentaje de células DCX
+ en las células control (negro), las tratadas con taurina (10 mM) (rojo) y las y tratadas con
taurina (10mM) + CGP 55845 (5 uM) (azul). (n = 8 cultivos celulares para cada condicion
experimental); ANOVA de una via. **p < 0.01.

Ademas, estas células exhibieron un mayor numero de neuritas (Figura 31A)
(numero total de neuritas en presencia de taurina comparado con células
control = 138.3 + 8%; ANOVA de una via; prueba de Tukey; p <0.001 (n = 43);
en presencia de taurina + CGP 55845 (n = 30) comparado con las células
tratadas con taurina = 127.2 + 8.6; ANOVA de una via; prueba de Tukey; p =
0.033 (n = 43) ns; F (2, 13) = 13.07). Las neuritas en estas condiciones
mostraron una morfologia mas compleja, con multiples ramificaciones y un
patrén dendritico mas elaborado en comparacion con las células control, que
generalmente presentaban una sola neurita o una morfologia bipolar sin
ramificaciones, como se habia visto anteriormente. Ademas, las neuritas
primarias y secundarias presentaron un incremento en la extension neuritica
en comparacién con el grupo control (Figura 31E). La gréfica de probabilidad
acumulada en la Figura 31B muestra la distribucién del numero total de
intersecciones en las células control, tratadas con taurina, y tratadas con
taurina + CGP 55845.
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Figura 31 Figura 31. El bloqueo del GABABR con CGP 55845 estimula el proceso de
diferenciacion de las CPNs de la ZSV. A) Gréfico de dispersion con el numero total de
neuritas en células DCX+ en control (n = 36); en células tratadas con taurina (n = 40) y en
células tratadas con taurina + CGP 55845 (n = 30). B) Grafico de probabilidad acumulada que
resume el numero de intersecciones de neuritas en las células de control comparada con las
células tratadas con taurina. El desplazamiento hacia la derecha de las células tratadas con
taurina y las que fueron tratadas con taurina + CGP 55845 refleja el aumento en el nimero de
ramificaciones en las neuritas (n = 8 para cada condiciéon experimental). C) Ejemplos de
reconstrucciones digitales donde se muestra el aumento en el numero de neuritas primarias,
secundarias y terciarias en las tres condiciones experimentales. D) Grafico de dispersion con
el numero total de neuritas primarias, secundarias, terciarias y de orden superior en las células
control (n = 36), las células tratadas con taurina 10 mM (n = 40) y las células tratadas con
taurina (10mM) + CGP5585 (5 uM). E) Grafico de dispersion del largo de las neuritas primarias,
secundarias, terciarias y de orden superior en las células control (n = 30). *p < 0.05, **p <
0.01, *** p < 0.001.

La Figura 32 muestra que las células tratadas con taurina + CGP 55845

presentan un numero mayor de intersecciones en comparacion con las células



control, similar a los resultados que obtuvimos con taurina. Este analisis
también incluy6 el calculo del area bajo la curva (ABC), la cual resulté mayor
en las células tratadas con taurina y las células tratadas con CGP 55845 (ABC
en presencia de taurina comparado con las células control = 310.4 + 40%;
ANOVA de una via; prueba de Tukey; p <0.001; ABC en presencia de taurina
+ CGP 55845 comparado con las células tratadas con taurina = 516.7 =
45.55%; ANOVA de una via; prueba de Tukey; p <0.001; F (2, 15) = 65.19; n
= 6). Morfol6égicamente, las neuritas de las células tratadas con CGP 55845
exhibieron una morfologia tipo neuronal compleja, con crecimiento radial de
neuritas y un patrén de ramificacion mas desarrollado que el observado en el

grupo tratado con taurina.
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Figura 32 El tratamiento con taurina (10mM) + CGP (5 uM) promueve la
diferenciaciéon neuronal y estimula la complejidad dendritica. A) Reconstrucciones
digitales representativas y anillos concéntricos (distancia entre anillos = 10 ym) utilizados para
el analisis morfométrico tipo Sholl. B) Andlisis tipo Sholl comparando el numero de
intersecciones de neuritas en la condicion de control y en las células tratadas con taurina. En
el recuadro superior se muestra el grafico del area bajo la curva (ABC) que muestra el area
fotal obtenida del analisis tipo Sholl realizado en las células de control y tratadas con taurina
(n = 8 células DCX+) **p <0.01,*** p < 0.001.

Al realizar los registros electrofisiolégicos, la amplitud de las corrientes
entrantes no aumentd en presencia de CGP 55845 (corriente entrante en
células tratadas con taurina (n = 6) = —248.09 + 36.30 pA; en las células
tratadas con taurina + CGP 55845 (n = 3) = -29.78 + 2.84 pA; prueba t: t(7) =

4.11; p = 0.004; Figura 5G; flechas azules y trazos del extremo derecho). Por



otro lado, la amplitud de la corriente de inactivacioén rapida y la corriente
persistente aumentaron en presencia de CGP 55845 (corriente de inactivaciéon
rapida en las células tratadas con taurina (n = 6) = 2,050.4 + 142 pA; en
presencia de taurina + CGP 55845 (n = 3) = 978.41 + 181 pA; prueba t: {(7) =
4.24; p = 0.01; corriente saliente en estado estacionario en las células tratadas
con taurina (n = 6) = 1,559 + 421 pA; en presencia de taurina + CGP 55845 (n
=3) =1,219.26 + 171 pA; prueba t: t(7) = 1.31; p = 0.23). Con respecto a la
resistencia de membrana (Rn), el tratamiento con taurina + CGP 55845 caus6
una ligera disminucion (~19%) en comparacién con las células tratadas solo
con taurina (RN en la condicién de taurina (n = 6) = 465 + 55 Q; en las células
tratadas con taurina + CGP 55845 (n =4) = 379.5 + 52 Q; prueba t: {(8) = 3.14;
p = 0.01). No se encontraron cambios en la Cm de las células tratadas con
CGP 55845 (Cm en las células tratadas con taurina (n = 6) = 47.39 + 9.22 pF;
en taurina + CGP 55845 (n = 4) = 53.48 + 12.1 pF; prueba t: t(8) = 1.94; ns).
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Figura 33. Propiedades de las corrientes macroscopicas de las CPNs diferenciadas
tratadas con CGP 55845. Trazos de corriente representativos, obtenidos en una célula
tratada con taurina (10 mM) y una célula tratada con taurina (10 mM) + CGP 55845 (5 uM).
Las flechas azules indican la corriente entrante, las flechas negras indican la corriente saliente
de inactivacion rapida y la corriente sostenida. En el panel derecho se muestra una ampliacion
de las corrientes entrantes, el trazo azul muestra la célula tratada con taurina (10 mM) y el
frazo rojo, corresponde a la corriente entrante de una célula tratada con taurina (10mM) +



CG55845 (5 uM). En el panel inferior se muestra la grafica de la dependencia del voltaje y la
amplitud maxima de la corriente entrante. Panel central muestra la grafica de la amplitud
maxima del pico de la corriente saliente de inactivacion rapida. Panel derecho, amplitud de la
corriente saliente sostenida.

En conclusién, nuestros hallazgos muestran que el bloqueo del GABAsR con
CGP 55845 en presencia de taurina incrementa significativamente la
diferenciacion neuronal. Este tratamiento no solo aumenta el niumero de
células DCX+, sino que también mejora la complejidad morfolégica de las
neuronas, evidenciada por un mayor numero de neuritas y ramificaciones de
orden superior. Estas observaciones sugieren que la inhibicion de GABAsR
potencia el desarrollo neuronal, facilitando una mayor extension y ramificacion
de las neuritas. Sin embargo, este bloqueo también parece influir
negativamente en algunas propiedades electrofisiolégicas de las células,
destacando la complejidad del papel de GABA&R en la diferenciacién y funciéon

neuronal.

Teniendo en cuenta que la taurina es un modulador de la homeostasis del Ca?*
intracelular (Wu & Prentice, 2010) evaluamos si la movilizaciéon del Ca?* puede
participar en el proceso morfogénico de las CPNs mediado por taurina. Para
evaluar esta hipdtesis, los cultivos celulares se dejaron en diferenciacion
durante 3 dias y se preincubaron con taurina + BAPTA-AM durante 60 minutos.
La quelacién de Ca?* intracelular con BAPTA-AM redujo significativamente el
numero de neuritas mediado por taurina (Numero total de neuritas en
presencia de taurina (n = 41) para cada condicion experimental en
comparacion con las células de control (n = 40) para cada condicion
experimental = 138.3 + 7.5%; p <0.001; en presencia de taurina + BAPTA-AM
(n = 23) para cada condicidn experimental en comparacion con las células
tratadas con taurina = 35.16 + 7.6%. p <0.001; ANOVA de una via, prueba de
Tukey; F (2, 101) = 29.60). En el mismo sentido, el tratamiento con BAPTA-

AM disminuy0 la longitud total de las neuritas de las células tratadas con



taurina (longitud total de las neuritas en presencia de taurina (n =91) =27.4 +
1.5 um; p <0.001; en presencia de taurina + BAPTA-AM (n =29) =115+ 2
yum; p <0.001; ANOVA de una via, prueba de Tukey; F (2, 194) = 20.07). Los
efectos de BAPTA-AM sobre el crecimiento de las neuritas se muestran en los
diagramas tipo Sholl que se resumen en la gréafica de area bajo la curva (ABC
en presencia de taurina en comparacion con las células de control = 410.4 +
32.44%; p <0.001; en presencia de taurina + BAPTA-AM en comparacién con
las células tratadas con taurina = 127.1 + 32.44%; F (2, 15) =56.17; n = 8 para

cada condicidén experimental).

También realizamos ensayos de inmunofluorescencia contra la proteina
asociada a microtubulos 2 (MAP2) en los cultivos celulares expuestos a
taurina + BAPTA-AM que se muestran en la Figura 34E. La inmunorreactividad
a MAP2 es un fuerte indicador de morfologia neuronal estable durante la
maduracion neuronal. Ademas de afectar el crecimiento de las neuritas,
formulamos la hipétesis de que la quelacion de Ca?* con BAPTA afectaria
negativamente la maduracién neuronal. Como se esperaba, BAPTA-AM
disminuyé la inmunorreactividad de MAP2 (inmunorreactividad a MAP2+ en
presencia de taurina en comparacién con células control = 134.6 = 13.3; p =
0.0525; ns; en presencia de taurina + BAPTA-AM = 69.90 + 8.31%; p <0.001;
ANOVA de una via, prueba de Tukey; F (2, 15) = 23.53; n = 6 para cada
condicién experimental). Estos experimentos demuestran que el proceso de
diferenciacion y maduracién de CPN ZSV mediado por taurina requiere de la

movilizacion de calcio intracelular.
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Figura 34. La diferenciacion mediada por taurina requiere de la movilizacién de
calcio intracelular para el proceso de diferenciacién y crecimiento de neuritas en
las CPNs. A) Grafica de dispersion que muestra el nimero de neuritas en las tres condiciones
experimentales. B) Gréfica de dispersion que muestra la longitud de las neuritas en las
condiciones experimentales indicadas. La incubaciéon con BAPTA inhibio el crecimiento de
neuritas estimulado con taurina (control n = 31 células; taurina n = 36 células; taurina + BAPTA-
AM n = 12 células MAP2+). C) Grafica tipo Sholl que compara el nimero de intersecciones en
las condiciones experimentales indicadas. D) Grafico ABC que resume los hallazgos del
analisis tipo Sholl (n = 6 células MAP2+). E) Microfotografias de ensayos de
inmunofluorescencia contra MAPZ2 en células control, tratadas con taurina y taurina + BAPTA.
El tratamiento con BAPTA redujo la inmunorreactividad a MAP2 (n = 6 células para cada
condicién experimental). *p < 0.01; ***p < 0.001.

Las células en cultivo fueron preincubadas con taurina combinada con el
inhibidor de la proteina cinasa Il dependiente de calcio-calmodulina (CaMKIlI)
KN93, el inhibidor de la quinasa regulada por senales extracelulares (ERK1/2)
FR1805 o el inhibidor de la tirosina cinasa de la familia Src, Srcl. La inhibicidén

de CaMKIl, ERK1/2 y Srcl bloqueé la formacion de neuritas estimulada con



taurina e inhibi6 el aumento en su longitud (nimero total de neuritas en
presencia de taurina (n = 41) en comparacion con las células control (n = 41)
=98.43 +6.55 um; p =0.911; en presencia de taurina + KN93 (n = 26) = 27.80
+ 7.42%; p < 0.001; en presencia de taurina + FR 1805 (n = 21) = 37.98 +
7.94%; p <0.001; en presencia de taurina + Srcl (n =19) =44.6 +8.21%; p <
0.001; ANOVA de una via, prueba de Tukey; F (4, 142) = 38.39). Asimismo, la
inhibicion de las cascadas de sefializacion afecté el numero de intersecciones
graficadas en el andlisis tipo Sholl (Figura 7C) y el ABC resultante (ABC en
presencia de taurina en comparacioén con las células de control = 410.4 +
24.6%; p < 0.001; en presencia de taurina + FR 1805 = 95.9 + 24.6%; p <
0.001; en presencia de taurina + Srcl = 106.3 + 24.6%; p <0.001; ANOVA de
una via, prueba de Tukey; n = 6 para cada condicion experimental; F (4, 25) =
54.46). Consistente con estos hallazgos, la inmunorreactividad de la cinasa
MAP2 disminuy6 drasticamente cuando estas cascadas de sefalizacion
fueron bloqueadas (células MAP2+ en presencia de taurina en comparacion
con las células de control = 134.6 + 13.3%; p = 0.099; ns; en presencia de
taurina + KN93 = 61.6 = 12%; p <0.001; en presencia de taurina + FR 1805 =
57.5 £ 13.3%; p <0.001; en presencia de taurina + Srcl = 52.3 £ 13.3%; p <
0.001; ANOVA de una via, prueba de Tukey; F (4, 25) = 15.05; n = 6 para cada
condicién experimental). En conjunto, estos resultados demuestran que
CaMKIl, ERK1/2 y la cinasa Src juegan un papel crucial en el proceso de

diferenciacion neuronal mediado por taurina. Especificamente, la inhibicién de



estas cascadas de senalizacidbn impacta negativamente la morfologia y

complejidad del proceso de diferenciacion de las CPNs.
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Figura 35 Participacion de las cascadas de senalizacion en el proceso de
diferenciacion y crecimiento de neuritas de CPN ZSV mediado por taurina. A, B)
Gréficas de dispersion mostrando el numero total (A) y la longitud total de neuritas (B) de las
CPNs tratadas con taurina (10 mM) o taurina + KN93, taurina + FR1805, y taurina + Srcl. El
bloqueo de estas cascadas de sefalizacion impidié el crecimiento de neuritas inducido por
taurina (células control n = 25; taurina n = 42 células; taurina + KN93 n = 15 células; taurina +
FR1805 n = 16 células; taurina + Srcl n = 19 células MAP2+). C) Grafica tipo Sholl que compara
el numero de intersecciones de neuritas en la condicion control y el bloqueo de las cascadas
de senalizacion indicadas (n = 6 células MAP2+). D) Grafica del ABC mostrando el area total
obtenida del analisis tipo Sholl realizado en las células control, en las células tratadas con
taurina, y después del bloqueo de las cascadas de seAalizacion indicadas (n = 6 células
MAP2+ para cada condicion experimental). E) Micrografias del ensayo de
inmunofluorescencia contra MAPZ2 (verde) en células tratadas con taurina y taurina + los
inhibidores de cascadas de senalizacion. Los nucleos fueron marcados con DAPI (azul). El
bloqueo de CaMKIl, ERK 1/2, o Src kinase redujo la inmunorreactividad a MAP2 (n = 6 cultivos
celulares para cada condicién experimental). *p < 0.01; ***p < 0.001.



Discusion

La taurina es un aminoacido no esencial que se encuentra en altas
concentraciones en el SNC, especialmente en el cerebro en desarrollo. Debido
a esto, se ha sugerido que pudiera actuar como un regulador en el proceso de
diferenciacion neuronal, especialmente a través de su interaccion con los
receptores GABAA y GABAg (Kilb & Fukuda, 2017). El presente trabajo
proporciona evidencia importante de que la taurina, actuando a través de estos
receptores, estimula cambios morfolégicos y funcionales en las células CPNs
derivadas de neuroesferas de la ZSV. Mas especificamente, la taurina, a
través de la interaccion que ejerce con los receptores GABAaA 0 GABABs,
controla el proceso de diferenciacion, la formacion de neuritas y la expresion
funcional de corrientes idnicas en las CPNs. De igual manera, nuestros
resultados demuestran, por primera vez, la presencia de las dos subunidades
GABAsR, GABAsr1 y GABABr2, en neuroesferas formadas por las CPNs
aisladas de la ZSV, inmunopositivas para nestina y Ki-67, marcadores de

células progenitoras y células en proliferacion, respectivamente.

Previamente, se habia reportado la presencia de receptores GABAa en estas
células. Por ejemplo, Liu y cols. (2005) demostraron que los receptores GABAA
estan presentes en las células precursoras derivadas de la ZSV (Liu et al.,
2005). Estos resultados resaltan la importancia del sistema GABAérgico en el
mantenimiento y la regulacién de las células precursoras neurales. Sin
embargo, hasta ahora, no se habia demostrado la presencia y funcion de los

receptores GABAs en estas células.

La identificacion de las subunidades del GABA&R en las CPNs que conforman
las neuroesferas sugiere que los mecanismos de sefalizacibn mediados por
GABA son altamente complejos. Mientras que los receptores GABAA son
canales i6nicos permeables a Cl- que generan respuestas rapidas, los

receptores GABAs son metabotrépicos y estan involucrados en respuestas



lentas y prolongadas. Esto sugiere que la activacién de los GABAsR podria
modular de manera sostenida, la proliferacion, diferenciacion y mantenimiento
de las células precursoras neurales. Ademas, la presencia de ambos tipos de
receptores GABA en las células precursoras neurales sugiere una regulacion
dual del microambiente neuronal por el neurotransmisor GABA, donde la
sefializacion rapida y la modulacibn a largo plazo pueden estar

coordinadamente reguladas.

Adicionalmente, nuestro trabajo demostré que la taurina tiene un papel
significativo en la neurogénesis, aumentando el numero de células DCX+ y
favoreciendo el crecimiento y desarrollo de neuritas. Especificamente, la
taurina promovié la complejidad dendritica, lo que se traduce en maduracion
neuronal. Los cambios morfol6gicos en respuesta al tratamiento con taurina
estdn acompanados por la expresion funcional de canales iGnicos. Este
resultado es muy importante porque, aunque estudios previos habian sugerido
que la taurina podria actuar como un morfégeno induciendo la diferenciacion
neuronal (Hernandez-Benitez et al., 2013), no se habia demostrado hasta
ahora que las células tipo neuronal tratadas con taurina expresaran canales

ibnicos maduros capaces de generar potenciales de accion.

La capacidad de generar potenciales de accidbn es una caracteristica
fundamental de las neuronas maduras y funcionales. La demostracién de que
las células tratadas con taurina pueden expresar estos canales iGnicos y
generar potenciales de accion resalta el efecto de la taurina no solo como un
promotor de la diferenciacién morfologica, sino también como un facilitador de
la maduracién funcional neuronal. El hecho de que los canales ib6nicos
expresados en las células tratadas con taurina respondan diferencialmente a
la activaciébn o el bloqueo de los receptores GABA también sugiere una

compleja interaccion entre la taurina y el sistema GABAérgico.



Nuestros resultados también indican que el proceso de maduracion neuronal
de las CPNs es sensible a PTX, por lo que este proceso esta regulado por la
activacion del GABAAR. Esto resalta la importancia del GABAAR en el proceso
de diferenciacibn y maduracién neuronal, dado que la taurina, necesita
interactuar con estos receptores, para inducir la maduracion neuronal
morfolégica y la expresion funcional de canales idnicos. El papel del GABAAR
en el proceso de diferenciacion neuronal se ha reportado antes. Por ejemplo,
Liu y cols. (2005) demostraron que la activacion del GABAAR es necesaria
para la proliferacion y diferenciacion de células precursoras neurales en la
zona subventricular (Liu et al., 2005). Ademas, Wang y cols. (2014) reportaron
que la senalizacion a través del GABAAR modula la neurogénesis en el
hipocampo adulto, sugiriendo que este receptor no solo es importante durante
el desarrollo temprano, sino también en el mantenimiento del cerebro adulto
(Wang et al., 2014) . Este efecto es consistente con estudios previos que han
mostrado que la taurina actia como agonista del GABAAR. La alta afinidad que
presenta la taurina por el GABAAR en comparacién con el GABA en etapas
tempranas puede explicar la eficacia con la que promueve estos cambios
morfologicos y funcionales (Jia et al., 2008). También, la interaccion de la
taurina con el GABAAR no solo promueve la diferenciacion y maduracioén de
las neuronas, sino que también influye en la expresion de subunidades
especificas del receptor. En presencia de taurina, se ha observado una
expresion aumentada de subunidades como a2 y 3 del GABAAR, que estan
asociadas con un aumento en la estabilidad y la funcionalidad de los canales
ibnicos, en el mismo sentido en un estudio con ratones alimentados
crobnicamente con taurina, se observd una reduccién en la expresion de las
subunidades B2/B3 del GABAAR, subunidades que son necesarias para que
se una PTX, antagonista del GABAAR (Huang et al., 2004).



La importancia del GABAAR en la diferenciacion neuronal se ve reforzada por
estudios que muestran que la activacion de estos receptores puede influir en
la expresion génica y la actividad de factores de transcripcién que regulan la
neurogénesis (Ge et al.,, 2007). La activacion de los GABAAR puede
desencadenar la diferenciaciéon neuronal a través del Ca?* como segundo
mensajero. Los anadlisis de imagen de Ca?* en células progenitoras han
demostrado que la aplicacion de GABA induce una elevacion en los niveles
de Ca?* en estas células. Los iones de niquel, que bloguean los canales de
Ca?* inhiben tanto el aumento de Ca?+ inducido por GABA como la expresion
de NeuroD en estos progenitores (Tozuka et al., 2005) . Esta senalizacion
interna de Ca?* también altera la velocidad de migracién de los neuroblastos
en la zona subventricular (ZSV) (Bolteus & Bordey, 2004). En las primeras
fases de la neurogénesis adulta, la activacion ténica por GABA provoca solo
un pequeno cambio en el potencial de membrana (Ge et al., 2007), insuficiente
para activar la mayoria de los canales de Ca?* dependientes de voltaje. Sin
embargo, las neuronas de nueva generacién del giro dentado expresan altos
niveles de canales de Ca?* de tipo T activados a bajo voltaje, que pueden
activarse a un valor cercano al potencial de membrana en reposo de las
neuronas inmaduras (Ge et al., 2007). Por lo tanto, la activacion ténica por
GABA podria llevar a una despolarizacion de la membrana suficiente para
activar a estos ultimos. Una vez que las neuronas reciben entradas sinapticas
GABAérgicas, la despolarizacion inducida por GABA podria activar otros
canales de Ca?* dependientes de voltaje, como los canales de tipo L. Estudios
in vitro han demostrado que la activacién de los canales tipo L en las CPNs
promueve la diferenciacion neuronal (L. Wang & Greenfield, 2009). En resumen,
este resultado resalta el papel critico del GABAAR en los procesos de
diferenciacion y maduracion de las CPNs de la ZSV. La interaccion de la
taurina con estos receptores promueve la maduracion funcional, sugiriendo
que la sefalizacibn mediada por GABAAR es esencial para el desarrollo

neuronal adecuado. Dado que todo el proceso de maduraciéon fue sensible a



PTX, se regulé por la activacion del GABAaAR (Gutiérrez-Castaneda et al.,
2023).

También demostramos que la activacién farmacolégica de los receptores
GABAs en presencia de taurina no promueve el crecimiento de neuritas, el
desarrollo de neuritas ni la expresion funcional de canales idnicos. Por el
contrario, el bloqueo del GABABR con su antagonista especifico CGP 35348
promovié la ramificacion de neuritas y estimul6 el desarrollo de neuritas
secundarias, terciarias y de orden superior en las CPNs de la ZSV. Estos
resultados sugieren un papel complejo y bidireccional de los receptores GABA
ionotrépicos y metabotropicos en el proceso de diferenciacion y maduracion
de CPNs estimulados con taurina. En este contexto, proponemos que el
GABAAR promueve la diferenciacién neuronal, mientras que el GABAsR actua
como un regulador negativo de este proceso, asegurando asi un equilibrio en
el numero de células progenitoras que permanecen en estado proliferativo.

Esta posibilidad debera ser explorada en experimentos.

La investigacion previa ha subestimado en gran medida la contribucion del
GABAG&R en el proceso de diferenciacion de las CPNs. Por ejemplo, las CPNs
embrionarias neocorticales expresan las subunidades GABAsr1 y GABABR2, ¥y
la activacion farmacoldgica del receptor favorece la formacion de neuroesferas
derivadas de la neocorteza (Fukui et al., 2008). Ademas, la proliferacién y
supervivencia de las células recién generadas dependen de la activacién del
GABAG&R, y el bloqueo de estos receptores aumenta la neurogénesis en el
hipocampo adulto (Felice et al.,, 2012). Estas observaciones fueron
corroboradas por Giachino et al. (2014), quienes demostraron la expresion de
GABAG&R en las CPNs hipocampales y que el bloqueo del GABAsR aumentaba
la diferenciacidbn de neuroblastos in vivo. Estos autores sugirieron que la

sefializacion intracelular a través de GABAsR inhibe la neurogénesis y



promueve la quiescencia de las CPNs (Giachino et al., 2014; Gustorff et al.,
2021).

Consistente con estas observaciones, encontramos inmunorreactividad a las
subunidades GABABsr1 Yy GABABR2 en las neuroesferas derivadas de la ZSV.
Dado que el GABABR es un receptor metabotrdpico, sus efectos se atribuyen
principalmente a la disociacion de la proteina Gi 0 Go en las subunidades Giaq,
Goa y GBy del complejo GABAsR. En este contexto, después de la activacion
de GABAG&R, la subunidad Gia inhibe a la AC, disminuyendo asi los niveles de
cAMP y la actividad de PKA, lo que disminuye el nivel de fosforilaciéon de CREB
nuclear (Ma et al., 2014). Los niveles reducidos de cAMP también interfieren
con la funcionalidad de la actividad ERK/MAPK dependiente de cAMP,
impactando negativamente en los niveles de fosforilacion de CREB. Por lo
tanto, es razonable suponer que el bloqueo de GABAsR con CGP55485
produce una serie de efectos que favorecen la diferenciacion neuronal.
Primero, la inactivacion de la subunidad Gia puede aumentar los niveles de
cAMP vy la actividad de PKA, elevando los niveles de fosforilacion de CREB
(Lepski et al., 2013; X. Zhang et al., 2005). PKA, puede activar a MAPK, otra
posible via hacia la fosforilacion de CREB (Pearson et al., 2001). Ademas, el
bloqueo del GABAsR resultaria en una elevacion transitoria de Ca?t
intracelular, activando a CAMKII y, posteriormente, la fosforilacion de CREB
(Wayman et al.,, n.d.). Estos mecanismos reflejan la complejidad y la
intercomunicaciéon de las cascadas de sefalizacibn mediadas por los

receptores GABAa y GABAB que regulan la diferenciacién neuronal.

Es importante considerar que otros mecanismos también pueden estar
involucrados en la accién de la taurina en el proceso de diferenciacion. Por
ejemplo, la taurina regula los receptores de glutamato y modula la sefializacion
de Ca?* intracelular, que son esenciales para regular el crecimiento y la

diferenciacion neuronal (L. Wang & Greenfield, 2009; Yang et al., 2019). Sin



embargo, estos mecanismos requieren investigacion adicional, que quedaron

fuera del alcance de este estudio.
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Figura 36 Representacion esquematica de los posibles mecanismos necesarios
para la diferenciacion de células precursoras neurales de la ZSV mediada por
taurina y efectos de la taurina, el CGP55485 y la picrotoxina en la maduracién neuronal.
La taurina se une al GABAAR y promueve la extrusion de iones CF y el bloqueo de canales
de K+, favoreciendo la despolarizacion celular, la activacion de canales de Ca?+ y la
activacion de CaMKIl, que promueve la fosforilacion del factor de transcripcion celular
CREB (p-CREB). La despolarizacion celular también activa la tirosina cinasa Src y
fosforila a Akt, que esta involucrada en la cascada de sefalizacion PIBK/AKT/mTOR. EI
bloqueo del GABABR acoplado a Gi/G, con CGP 55845 puede aumentar la concentracion
de cAMP, posiblemente conduciendo a una mayor fosforilacion de CREB a través de la

activacion de PKA o de las cascadas MAPK. Ademas, su acoplamiento a canales de Ca2+
a través de la subunidad Gy de la proteina G acoplada a GABABR puede permitir altos



niveles de Caz2+ intracelular, activando la via de seAalizacion CAMKII, continuando asi la
via mencionada con los receptores GABAa que podrian finalmente inducir la activacion de
CREB.

Otro hallazgo relevante de nuestro estudio es la modulacion selectiva de las
corrientes membranales en respuesta a los tratamientos con taurina. Aunque
estudios previos han documentado el efecto agudo de la taurina sobre el
potencial de membrana, la RN y el disparo de potenciales de accion en
neuronas inmaduras y maduras, estos efectos se atribuyen a una modulacién
aguda del cloruro a través de los receptores de GABA y glicina (Belluzzi et al.,
2004; Furukawa & Fukuda, 2023; Hosoi et al., 2022; Jiang et al., 2004; Sava
et al., 2014). Esta posibilidad es poco probable en nuestro caso porque las
CPNs fueron incubadas con taurina durante 14 dias antes de cualquier
manipulacion experimental. Una posible explicacibn para la modulacion
electrofisiolégica observada en nuestro estudio es que la taurina, a largo plazo,
favorece el ensamblaje adecuado de canales ionicos en lugar de modular
agudamente la conductancia del cloruro para alterar la cinética de las
corrientes entrantes y salientes. Hipotetizamos que este efecto es una
consecuencia adicional de la capacidad de diferenciacion de la taurina; sin

embargo, esta premisa requiere investigacion adicional.

Estudios previos han demostrado que la corriente entrante registrada por el
protocolo utilizado en nuestro estudio es sensible a la tetrodotoxina (TTX)
(Martinez-Rojas et al., 2021), el antagonista selectivo de los canales de sodio
sensibles a voltaje que generan el potencial de accién en el cerebro de
mamifero. Lo que apoya la nocién de que el proceso de diferenciacion
mediado por taurina de las CNPs implica la expresibn membranal de canales
de Na*. Por otro lado, la cinética de las corrientes salientes, asemejan a las

corrientes de K* de inactivacion rapida sensible a 4-AP y a la corriente



sostenida de K* sensible a TEA registradas en neuronas reales (Griego et al.,
2021, 2022). En conjunto, nuestros resultados sugieren que la taurina tiene el
potencial de modular selectivamente las corrientes salientes que determinan
las propiedades pasivas de las células excitables. Aunque se necesitan
experimentos adicionales para demostrar si la taurina tiene el potencial de
estimular el ensamblaje adecuado de subunidades de canales idnicos, este
estudio proporciona evidencia de que la taurina tiene propiedades tanto
morfogénicas como electrofisiolégicas para controlar el proceso de

diferenciacion y maduracion de las células progenitoras neuronales.

Este estudio presenta varias limitaciones que deben ser consideradas al
analizar los resultados. En primer lugar, las neuroesferas utilizadas como
modelo experimental representan un sistema artificial que involucra una
mezcla de diferentes tipos celulares. Esto puede introducir inespecificidad,
dificultando la interpretacién especifica de los efectos observados en las CPNs
derivadas de la ZSV. Otra limitacidbn que debe tomarse en cuenta es que no
fue posible silenciar especificamente el GABAsR mediante técnicas de
transfeccion o edicion genética. Esto habria permitido comprobar de manera
directa y concluyente los efectos observados durante el bloqueo farmacolégico

del receptor.

Ademas, las células progenitoras neurales se tomaron de ratones en el dia 6
de vida posnatal. Aunque esto proporciona una valiosa perspectiva sobre la
neurogénesis en el desarrollo temprano, es importante evaluar si los hallazgos
se reproducen en ratones de edad madura para comprender mejor la
neurogénesis adulta. Este aspecto es importante para extrapolar los
resultados a contextos de neurogénesis en el envejecimiento y en

enfermedades neurodegenerativas.



Otra limitacion es que asumimos ciertos pasos importantes dentro de las via
de senalizacion analizadas en este estudio. Las vias mencionadas podrian no
ser las funcionales, pues al ser un periodo de diferenciacion de 14 dias,
pueden ocurrir muchos otros procesos que no fueron considerados en este
estudio y no se tomaron en cuenta. Esta suposicion introduce un grado de
incertidumbre sobre la temporalidad de los eventos moleculares, las vias de
sefializacion que participan y que podrian estar participando en los efectos

observados sobre diferenciacion y maduracién neuronal.

Finalmente, otra limitaciéon fue el niamero restringido de cultivos celulares
disponibles para realizar registros electrofisioldégicos. Contar con un mayor
namero de cultivos permitiria profundizar en los analisis de las propiedades
electrofisiolégicas de las células, proporcionando una comprension mas
detallada de los mecanismos subyacentes en la diferenciacion y maduracion
de las CPN ZSV.

Conclusion General

El aminoacido libre taurina desempena un papel importante en el crecimiento
de neuritas y en la expresidn funcional de canales i6nicos que determinan las
propiedades pasivas de las células diferenciadas. Los resultados de este
trabajo muestran que este efecto ocurre a través de la interaccion de taurina
con los receptores GABA, lo que genera la posterior activacidon de cascadas
de senalizacion expresadas por las células precursoras neurales de la zona
subventricular. Asimismo, nuestros resultados sugieren que el GABA,
actuando a través de sus receptores ionotrépicos o metabotropicos, tiene
efectos opuestos que regulan la neurogénesis adulta en la zona subventricular.
Hemos demostrado que la interaccidn de la taurina con los receptores GABAa
y GABAsregula de manera bidireccional el proceso de diferenciacién vy
maduracion de las CPNs de la ZSV. Este proceso incluye no solo el

crecimiento y ramificacion de neuritas, sino también la expresion de canales



ibnicos funcionales, que son indispensables para las propiedades
electrofisiolégicas de las neuronas maduras. La interaccion de la taurina con
los receptores GABA implica un aumento del calcio intracelular, que activa
diversas cascadas de sefalizacibn, promoviendo asi el crecimiento de

neuritas.

Perspectivas

Evaluar el efecto de taurina durante el proceso de diferenciacion en modelos
in vivo, cultivos organotipicos en 3D o en modelos animales en diferentes

etapas del desarrollo y envejecimiento.

Implementar edicidbn génica como CRISPR/Cas9 para el silenciamiento
especifico del receptor GABAs para confirmar el efecto de taurina en el

proceso de diferenciacion neuronal.

Evaluar la interaccibn molecular entre el receptor GABAA y GABAB, durante el

proceso de diferenciacion y maduracion neuronal.

Determinar las vias de senalizacion activadas durante el proceso de
diferenciacion temporal con la finalidad de identificar adecuadamente que vias
son activadas y describir los pasos adicionales que no se incluyeron en este

trabajo.

Evaluar la sinaptogénesis y la integracion funcional de las células recién

generadas a los circuitos ya existentes.



Determinar la dependencia de la red neuronal local sobre las neuronas de
nueva generacion, en sus propiedades electrofisiolégicas subumbrales y

supraumbrales mediante registros electrofisiolégicos.

Evaluar la participacién de taurina y de los recpetores a GABA en otros
procesos importantes en el desarrollo neuronal como la proliferacion y la

migracion neuronal.
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