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Introdwee ion

Elementos estructurales del sistema nervioso

El sistema . nervioso. esta constituido fundamentalnente pov
dos tipos de células: neuronas v células gliales. EL pvimer
grup o Se carqcterizm Fov sy capacidad de genervar y conducir
el impuleo electvicos, Exisle ouna gran variedad de tipos de
NEUWrONas, o Rero todas eliay presentan cavactevrigstices
comunes: tienen un cuevpo celular amado soma o pericarion
cor un didnetro de $-10 Jim (35, E) el sierva al o nde leo
v la mayor parvte de la maquinaria sintética v melabdlica de
la  célula como Lo sov:  midiocondvias, aparalo de Golai,
veticulo erndorlasnion (=50, i s derdritas Eon
prolongaciones  cortas  que conducen el impulso nervioso al
goma v oque por e seneral ticenden a ser muy  vamiTicaday vy
amiolinicas. Lo axones,  son prolongaciones  lavgas v
delgadas de 129 un de diametvo, les cuales tienden a viajar
en haces (hmervios ¥ tracltos) v a menude se ramifTican en  su
vegion  ctevaival. Los axones conducen el iapulso neyvviaso
hacia afuera de l: célula (1-&0. La mavoria de los  axones
setdv envueltos por mielinag la cual, estd formada porv lLas
celulas de Schwan, que producen la cubiertsa de mietine de
log  nevvios poriiéricos 1,272,790 . Log axones del zistema
nerviose  central  (SNCY  estan  cubievios  por cdlulag  de
neuraglia, La  wiclinag aisla & Lus  axon yoaumenta La
velocidad del imputso nervioso, Los sitios de  ivlervupcion
de ta evvol tura wwtituven  los wodon  de  Ranviey v
miten La regeneracidn  del ppelso nervioso  (2,3,5,70.
Filogura 1

El segundo grupo, lag  celulas gliales generaloente son
celulas pequeras ¥y o poseen prolongacionss relativamente
cortas que salen del cuerpo celulay (4), Exigten tres lipos:

i, Agtrocitos, los cuales lienen una estrecha relacidn con
Lag neuronas ¥ con Los vazos sanguineos vy se  consideran
mediadoras - en el transporte de nutvientes entre el
sistema e s iy

;gcu1ar v o lag neuronas (4,90,

ndrocitos vy lLas células satelite, ue son

2o Los oligod
~ : Las

abundantes  en el sistema nevvioso central y forman
vainag. de mieling de los axones newrorales. 45

3;,:Las.CéluLaﬁLdé.Schwmn, Las cuales fovrman la cubié f
mielivia de log nevvios pevifericos (1,d,7,9). '
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Figura 1. Esquena tipico de una neurona.



l.a cmmunicacién intercelular se Lleva a cabo a través de
las  simapsis, las  cuales presentan U grganizacion
estructural-y~funcional altanente especializada.

lha palabva sinapsis significa conexiodn o conjuncion v fue
introducida pov Shervington en 1897 (4,5%). lLas  sinapsis
presentar formas variables que van desde la sinple aposicion
de  axones v dendrvitas hagta digposiciones muy complicadas,
Evi La mavoria de los casos, una sinapsis consta de  una  @x-
Fansion  Ffinal de una vama axomica en estvechs apasicidn con
la  superficie celulay de otva wewrona. L tevmina les
Hervigsas se genoi i nan e diferente wmanera:  buibos
givapticos tevminales, boton terminal o pies  terminales.
Sobve  las  dentvitas  de  las  células del siglena nervioso
Siempre hay terminaciones sinaplicay v La  funcidn  de  lasg
prolongaciones  dendviticas eg la de  vecibiv informacion
neuronal.  Adends de  las  sinapszis  axodenmdriticas  pueden
encontrase Sinapsis  sobre el cuerpo celular, en la porcidn
proxima al axdn, avtes de que la caps de mielinag empiece.
Tamb ien puede existiv asociacidn sinaptice entre hotones
terminales de axones de diferentes nevronas.

Las sinapsis pueden ser de tipo eléctyico o quimico. Lasg
rinapgsis  eléctricas o mL@c{rmtdnicas g caracterizan pov
pOSEeT un espacio de separacion de 2 vm oentve la pree v L é
postsinapsis (F,6), v el comtacto de La membrana actda como
U aficar rectificador eléctrico, pevmitiendo  que  la
covviente pase con velativea Tacitidad. ha  corviente del
impwlso nervieso que lLlegas 4 la  pPvesinapsis  pasa a la
postsinapsis casi sin nivgdn retardo (0.1 mg), despolariza v
g ta divectamente o 'La postsinapsis. EBn o eglte tipo de
Finapsis la diveccion del pase de  la  informacion es
unidireccional debide a la rvesistencia eléctrica de las
membiranasy  sivdpticar  en  contacto (35,5, Nin oenbavag, en
wuchos otvors casos este efecto e se pryesenta v lags ginapsiy
pueden transmitiv en anbos sentidos. ‘

s@ han oobservade - oginapsis eléctricas en. . algunos
ivvertebyrados como la lombyiz de tievva v el cangvejo de vio
(4), asi como en las células maunther del per dorado (2,7) vy
en-onetoneuwronas vy nevvios sensoviales aferentes en anfibios
y maniferos (7). o

ELosegundo grupo de sinapsis  son las sinapsis  auimicas v
ye caragteyizan pov presentar un espacio de sepavacion de 20
nn entre Las membranas pre vy postsindpticas, esta vepresenta
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styidcas Debido a esto, el
»oa  la
Tani sme

una  zona  de  alte vesistencia elé
pnpulso nerviogsa. no  puede  propagarse  directament
giguiente neurona vy st puiere por Lo tanlo de un me
aue o permita oruzay 2 oespacio.  Dicho  wmecanisne ey de
naturalezas bioguimica v consiste en que al Llegay el inpulso
nervioso a  la  terminal presivaptica, désta  libera und
substancia amada vieurotvansmisor & traves de urn mecani smo
lependicente de calcio (112, Bl neuvrotvansmisor atraviess el
ginaptico, Llega & la posleinapsis v §6& une con un
receptor  especifico. GComo voesvltade de  la iviteraceion
neuwratransmisor-recertor  la  neurona postsinaplice se puede
degspolarizar o hipevpolarizar. Cuando e produce  una
despolavizacion vy esta alcanza un cievio valor umbral, se
wtiqina un petencial  de  accidn (excitaciony, Cuando  la
celula s hipevpolar Civibribe) s se requiere un estinalo
con mayoy intensidad parva gue la neuvons  alcance el wvalov
whira l  para  que  se  genere el potencial  de  accion. 6
diferencia de lag sinapsis electvicas, La Transmigidn
quimica s realize ol ur sentido: de la  menbrana
presindptica o La membyana postsindptica (%),




Fotencial de reposo.

En o condiciones de veposo existe una  diferencia  de
concentracicn de  Tones a través de la mesbrana celular. FEn
Gl ocaso especifico de la neurona, Log Friveipales  Jones  a
considerar son el potasio  (B+), el Zsodio (Na+), el ion
cloruro (CL=) vy tog aniones protéicos .o siguiente  tabla
mucstra  lar concentvaciones de e e el intevior v
A0 .

el axdon

aﬁiﬂpéﬁ i)

Kb Na (1 Frote
Interior celular 450 B {5] 120 250
Exterior celulay 20 440 566 X

ahservarse, el potasico v los  aniones protéicos
en el interior celular
respectivanente, Con
que logs dones clovuro y
vivados  en el exlteri
1 o

Como puede
e encuentran  mas  concentvados
Caproximadamente 20 v 80 D
respecto  al  exleriovd, en
sodio  se  encusntran  wmdr  Conce
Capy oy imadamente 10 v 5 respectivamente, con
al interior). Como evn tod ; s trata de
eléctyicamente cargadas, s Libvio  dmplicea comg
tanto el nimevo de particulas como sug cargas eléclricas  en
adas  de La  wmeambyvavia . En condiciones de veposo lLog
diztribuidos diferencialmente en  awmbos  lados  de L
peia de cavgs eldctrica que la

2115

menlbrana,  oviginan unag difeve
polariza. FEsta polavizacidn o polevcial  de ey de
unos 7O mY, siendo el interior negativo cov e al ex-
teviov. En este siluacidn, solo el Kty el Cl- s encuenlran
de | va lor de LAY frotencial de Eauibibyio
clectroguimico.  FL Mat vy los aniones wrmTéicﬁw ne Lo estan,
v opor o ello tienden a  cruzar  la  mesbrvana el Nav  hacia
adevntro v los aniones proléicos hacia afueva) para alcanzar
suoequilibvrios La membvrana e ioparmeable o log  aniones
proteicos oy ltiene muy  bBaja  permealilidad para el Nato en
estado de veposo, Lo que  implica que  este ultime puede
atcaqzar su o equilibvio pov difugidon de una manera vapida.
lemas, existe un proceso de transporte activo que Lo cone
2 () un sentido ivwverso al que  suooequilibyio
tyoquimico Lo divigivia. EL transporte de Nat, Llevado a
porov unma homba  electvogénica, estd  asociado a8 una
entrada  de Kb, Fin o embargo,  este  wlling no se-ve tan
sctado en su equilibrio debide a que La  membvava &8s mas
meab le al K. '




Fotencial de accion.

Cuando el iopulso - NEvvioso se propaga,cdadiferencia de
voltaje a Aravés de  la  menbvana en el origen del axon
disminuye  localmente. Ivmediatamente por delante de la ve-
gion alterada eleéctyicamente (en direccion en que se propagd
Gloimpulso vervioso) loy canales iovicos que existen en  la
meEmbyana plasmatica sc v ev, eumentando La pevméeabilidad de
La membyrana a los jones sodio.

El proceso  se vegensva a 1 misno: el flujo de log
Hat a ivavés de la menbrans produce Lo apevitura de un numero
mavor de cavales de Hat sensibles al  wvoltaje haciendo wmas
facil La entrada de otvos jones.  En este case, Lo corviente
de  difTugion del  Na+v doming el polencial  de membrana v
consecuentenente Lleva al potencial de membrana  hasgta el
potencial  de equilibvio del Hat+, a  un valor de 50 my
(2,3,6,8), Foco antes de Llegar al potencial de equilibvio
de  Ha+, La  permeabilidad al  ion desciende con la misma
rapidez con que habTa aumentado debide a que Loy canales de
sodico sengibles a voltaie se ciervan muy pyonto v se produce
La  apertura de otvos canales log cusles,  pvoducen un
incvensnto en la  permeabilidad  al  Ke, Esto aceleva la
repolarizacion  pov la salide de este ion, vestableciendo el
polencial de reposo de la membrvana plosmdtica (2,5%,7,9).

El potencial de accion es una respuesta de tipo todo o
nadtda, yva que  si La despolavizacidn inicial wo alcanza un
va lor umbral, no se produce un potencial. For otrvo fado, un
astimulo  muche mayer  al umbral no produce el potevcial de
accion mayor ol producido  por el estimulo  umbral. i L
potencial  de acoidn ge trasmite a lo lavgo de la sembrana
neurvel o con o ouna velocidad de haste 120 wmsg  sin experimentar
moditicacidn  alguns despuds de  haber vecorvido  svandes
digtancias. La amplitud del potencial es constante (100 )
y osu duraciom varia entre 4 domi Lisegundos
sonags de La membranag que han sido excitadas de

[ g gy eroiladar cuandn so rvegtablece @l
rotencial de veposo (6,8,9) figura 2. Gl tiempo  minimo
requerido para  provocar dogs rvespueslas sucesivas  se le
denoming Faviode refractario v depende de las propiedades de
compuerlta intrinsecas al canal de sodio (59,

wr
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Figura 2. Fropagacion del impulso nervioso a Lo largo del
[ . . . . .
axon que coincide con la afluencia localizada del sodio

sequida de salida de potasio, a través de canales qperados a
modo de compuertas por cambins de voltaje a traves de la
membrana flasmadtica. EL Lligero cambio de voltaje abre
algunos canales de sodio, cambiando aln mds el voltaje. La
afluencia de iones Na+ se aceleva hasta que la superficie
interna de la membrana es rpositiva localmente. La inversidn
de voltaje cierra los canales de sodio y abre lLlos canales de
rotasio. La salida de los iones de K+ restablece rdpidamente
el potencial negativo en el intevior de la membrana celular,
y la inversion de voltaje conocido como rotencial de accidn
se propaga a Lo largo del axon (Figura tomada de Stevens

(1980) (8)).
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Mntecedentes. del trabaioa

EL ocomplejo mecanismo sobre el cual se basa la tvansmision
quimfca €5 comin pava todas las newronas que presentan  oste
tipo de transaisidn. Eyv Lo presinapsis se encuentran los
sistemas de almacenamiento del transmisor, va s$ea que este
s sintetice  jnogitu. o sea transportedo desde el some poy
el Flujo axoplasmico © reacumulado desde el GEPACio
sindptico. EL almacenamienlto del transmisor puede hacerse
tanto en lag vesiculas sindpticas como en el citoplasna.  Fn
ta  presinapsis se encuentryan Los mecanismos responsables de
La libevacion del transmisor aue  son activados cuando la
concentracidn  intracelular e calcio Libre se incveaenta.
Feste incremento puede origivavse pov la apertura de  canales
de calcio (sengibles & voltaje), que  ocwre durante La
Llegada de un potencial de accidn a La terminal sinaptica.
Una ver Liberade el transmisor  al  egpacio ginaptico,
interacciona  Ccon  su receptor posteinaptico especifico
formando un complejo receptor-transmisor v dependiendo de la
natuwraleza del veceptor, pueden ovigivavse cambios vapidos
en La pevoeabilidad idnica de la membrava postsinaptica a
tvaves de  la  activacion de canales especificos para log
iones  sodio, clovwo, calcio o potasio. kL Conpleio
trangmisor-receptor  tambien puede  induciv  cambios en La
actividad de 1o adenilciclasa, enzimag yesponsable de la
sintesis del AMP clclico que, a su ver, funge como segundo
mensajevo  estinulando la fosforilacion de Erote ne s
especificas que modifican la pevmeeabilidad idvica de la
menbyava postsindptica a mas lLargo plaro. EL transmisor  en
el espacio  sindptico es inactivado pov accion enzimatica o
es reacumulado pov la presinapsis a través de un sistena de
transporte de alta afinidad. En  alounos cascs se  han
degeyito avtorreceptoves en La nembrana pregsinaptica que, al
intevactuay con el transmisor libevado, podrian vegular los
mecanisnos de Libevacidn de este, (Figura 2.9).

Se considera que la llegada de una corviente despolavizante
a la fterminal sindptica desencatevia la apertura de canales
de sodio sensibles a voltaje, que trae comd Cconsecuencia un
increaevto  en  la  permeabilidad de la meabrana & Los iones
calcio (10,13, Se ha demostrado que los canales de sodio
son  importantes tanto en la conduccidn del impulso nevviogo
come en la liberacidn de neurolvonsmisores v se ha veportado
que se inhiben gspecificamente pov farmacos, tales come  la
Tetvodotoxiva (58~60) v la Saxitoxing (59,600,

Asi, en- o experimentos  en  donde el inpulso vervioso se
bloguea inkibiendo la entrada de sodio a la  terminal
nerviosa con tetvodotoxina (ttx), se inhibe La libevacion de
novadrenal ina - (54), dcido glutamico, dcido aspdartico v GARA
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(37 tavlo  en vebavadays de - cevebro Scome o en tervming les
nevviosas ailsladas (sivapltosomas) . ‘

\(

Cambios en la pemeabilidad_de %a "
membrana a los iones Na, Cl1 o K

Figura 2.1 Egquema de  una sivapsis de tipo quimico. EL
potencial de accidn %) Llega o la terminal nevviosa (1) vy
Comno consecuencia, existe una entrada de calcio extracelular
al o interior de Lo presivapsis (2, el cual desencadena el
mecanisno de Liberacidn del neurotvansmisor (7Y al o espacio
sivaptico (X EL newotransmisor  intevacociona  con  su
veceprtor  especifico en  la  membrana postsindptica {(4)
formandoe el o complejo receptor-neurotranseisor (3,
produciendo canbios en La permeabilidad de la meabrana a log
Pones Nat, K+ o Cl- (6). La eliminacion del neurotyansnisor
de  la  ginapsis, se  logra por yecaptura a  la terminal
presindptica, o la neurona pogtsinapltice o a células gliales
CPY, o opor hidrdlisis enzimatica.

)
e



Fov otro lado, el incremento en log niveles de calcio Libre
e Lo Tevmival nerviogse se bha velacionado divectamenlte  con
Log MECanismos the newrosecrecion vesponsables de  la
Libevacion del transmisor.  Sim embavgo, la despolarizacion
de  la membrana nNe pavece sev Nece a parva que 56 produzca
La Libevacion del Arangmisor, sino que esta  Liberacion
depende de MaviET a divecta de un  incrvemento  en la
concentracion libve de calcio en el intevior de  la célula,
comg Lo indican  log  expevinentos  en log que el uso de
iondfores de calcio o la inveccion de calecico a  la  tevrminal
nerviosa, estiomulan la lLiberacicon del transmisovr (14,914,200,

La vegulacion de la concentvacion Libve de calcio es
importante para el funciovnamiento novmal de  la  celula. La
célula Fo s (e Vair i oy WECani smnos e controlan | a
concentracion de esle ion. a nivel de la membvana plasmatica
existen tres mecanisnog:

) Un caenal de calcio dependiente de  voltaje (10-14), el
cual  se bloguesa pov cationes polivalentes como el Nitt,
Lawtt v Mgtt, agl cona por wevdpamil v D600 (12,13%,16,18).

By Un o intercambiador Nat/Cadst, el cual intercambia un  jon
de  caleio por tres de sodio (10,13,14,17,19), la energia se
ghtiensg porv el gradien electroqguimico del sodio  transmem-
branal (9%,1%) . El  intercambio es asimétvrice v el calcio
pruede noverse a amboys Lados de Lo membyang, dependiendo  del
gyadiente  predominente del sodio., Este gigtema no regquigre
de  la hidedlisis de aTP (17 vy se inhibe fr Gy L
despolarizacidn de  La  membvrana vy por Lat+ss (P3,98). B
intevcambiador tiene una constante de afinidad pava el
calcio de -1 uit (17,

¢) Una ATFPaga Catt-Mag++ que hidvoliza ATF v requieve de la
B esEncia de MAGINES 0. Fsta HTFasa Fresenla uré
estequionetria de 1 wmel de calcio transeortado poy mol de
ATF hidrolizado (17 egte mecanismo se ivhibe por Lattte

fsimismog, en el interior de la cflula, el rveticulo
endopldsmico, las mitocondrias v lag proteinas solubles son
capaces de regular la concentrvacidn de caloio intracelular.
Evi @l sistena nervi de varias especies ge ha vepovtado La
existencia de ay Fvoteinag solubles  capaCes
gsecuestrar calcio, tales como: La calmodulina €20,91,23), la
preoteina L@ vl OO (210, estas proteinas  wnen caloio
COvoouna gra FeTo poce capacidad, uniendo sdlo del
G al 104 de (2.




FLosigstema de captacion de calecio del veliculo endopldsmico

e dealtaafinidad vy con . mavor  capoecidad  para  altvapar
caleio que la de  lag proteines solublas. Los estudios de
caplacion de calcio vealizados en el rveticulo savcopldsmico
demncstraron  que  vequiere de megnesio  (15,17,22) vy ode la
hidvdlisis de ATF, presentando  una  estequiometyia  de  dos
moles deo calcio por cade  wol de ATE hidrolizado y una
constante de afinidad para el ATF  de 10 pid (16,417,220,
A% mi s, la acumulacion de calcio es.sensible a tripsing e
imsensible al  carbonil ciavnuvrg-p-trifloorameltoxi FEEEY
204-Divitrofenol (2,4-DNF), oligomicing, azida de sodio vy al
rajo de rutenio (13,14,22).,

Flo papel  de  la mitocondria en  La  vegulaci diode la
concentyacion intracelular de calvio ha sido  ameliamente
cstudiado, La energila necesaria para la captacidn del caloio
L proporciona el braspovie de  electrones o bien  la
hidrdlisis del  ATF (40,13,22,25, 27,53y, For cada dos
electrones que  pasan  del  NADH+  al  oxzigevnso en la cadena
vespivatovia, se pueden acumulay 6 joves  calecio (Ca+v+e/72H)
(24 . Dicha captacion de calcio se  inhibe por bajag
covcentraciones de vojo de vutenio vy por lantano (26,27,535),
asi  come  pov antimicina, votenona, FOGE, 2 DN Y
gligaomicina (3%,

La caplacion de calcio pov la miteocondria se Lleva a cabo
por dos tipos de tranzpovtadores, uno de altla afinvidad con
ung  constante de digociacidn de O.4-1 pM y una capacidad de
i nM de Calcio/ng. de proteina, v olrvo de baja afinidad con
wna  capacidad de B0-70 wM de calciosme. de proteiva con unag
constante de digociacidn de 100 pM (20, 26D,

~

La lLibevacidn de neurolvansmisoves v La  secreci on  de
hormnonas  puede  tambigén | levaysge a cabo aun cuando el ion
calocio ne ge encuentre rresente e gl medio eitracelular.
Experv imentos ¢y los que  La  wveratrvinae (28, 34,3%7,38),
iomdtoros de sodio (30,39,40), ouabaina (28,32,33,37), La
fusidn e lLiposomas conteniendo  sodia (15 v altas
concentvacimmes de poltagio (20, 6,37 ivicvementan La

wcentracion intvacelular de sodio, producen la Libevaci G
sulinag de log istotes de Langerhans (280, asi  como La
Sidn y Liberacion  de catecolaminas v GARA de elulag
cromafines (30,38) v termiveles nevviosay  CEO, 3 -35, 36-40)
Libevaciogn de  la  aug S aoamplia evidengia de sev o un
mecanismo  dependiente de caleio. Fslas , ohsevvaciones
sugieren que un ivevemento en la concentracion intrace Lulav
de sodio puede Llevar a un incremento  en  la  concentrac i O
intracelular de calcro  Libre, Que a Su VEesR induce la
Libevacion de hovmonas v newrotvansmiseorves.  Se ha  sugerido
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que el caltio proveniente itias endoy
mitocondvia vy el yeticulo endopldsmico, s el ves
dicha Liberacion. el »

’
Moy laleys como la
s ab e de

Dhietiva

Bl oobjetivo de este trabajo es tratar de esclavecer - i la
Libevacion de wvewolvansmisores inducida  pov  sodio  en
ausencia de calcio extracelular, e debe a un incremento  en
La  concentvacidn  lLibve de calcio proveniente de ovganelog
intvacelularves. Frava  elblo, estudianos como  modele  la
Liberacion det acido gama-aminchutivico COMAEA) of
Sinaptosomnas aistados de vata, en ausencia de caloio eixterno
eoinducida por o agentes despolarvizanles que  se conoce  gue
ivevementan la  concenlvacion de sodio intvacelulay, tales
como la vevaivina, monensineg v oaltas  concentyvaciones (e
potasio. Asimisno, estudiamos el efecto que  sobrvre esta
Liberacion presenta el dantroleno. Bl dantvoleno G5 U
farmaco que  funciona como velajante musculay, desacoplando
el sistena de  excitacidn-contraccion, a traves do su
intevferencia con la disponibitidad del calcio intvacelular
vequey ido paere este proceso (443,445,470,




Metodos

Aislamiento de sinaptosomas.

Loas sinaplosomas se aislaron del cevebro de vate de acuevdo
al metodo descorito pov Hajos (54, El cerebvo de vatas
adultas  wistar s homogeneizo en 10 wh. de sacarosa 0.39 M

cetrifugd a 1100 g durante un perviodo de 10 minutos,
desechdndo el precipitado, que contiene nucleos, mielive v
fragmentos de cédlulas. FL osobrendante se centrifugd a 8320 g
duravite 29 minwtos, el precipitado de la  centvifugacion se
vesuspendio  en B oml. de sacavosa 0.32 Moy la suspension se
colocd sobve 20 ml de sacarosa 0.8 M evitando que  ambasg
Tases e mezclasen. FEete gradiente se centvifugd a 7470 g
duvante 2% minutos. Despue de  cenltvifugay, se  obtuvieron
tres  fracociones: Lo fraccidn superior que contiene mielina,
La fraccion intermedia que contiene 89% de sinaptosomas, %
de mitocondvias, 14 de  axones wmielivizados, el {# de
particulas no jdentificadas, v la fraccidn que se  localiza
evi el fondo del tubo contiens pyincipaloente nitocondvias
54).  se extrajo la fraccidn que contiene los  sivaptosomas
con una pipeta pasteuwr y se diluyd & una concentracion final
de  sacavosa de 0,32 M con agua bidestilada fria, ésta se
agrvead en forma levta y con agitacion contivnua para evitar
un choque  osmolico. Log sinaptosomas  se  obluvieron al
centyifugar vuevamente la suspension a 18100 o  durante 10
minutos.

<

Fosteyiormente, los sivaptosomay se incubavon en un medio
Ringer-Krebs bicavbonato que contiene {(md): Nall, 11%; KOG,
i HabaFo4, 1.2 NaHDO3, 2% alucosa 19 EGTA, 1. Cuando la
incubacion ge vealizd en presencia de calcio extracelular,
el EGTA se elining del medio v se adiciond clorura de calcio
a una  concentvecion Tival de 2wl de calcio. cuando se
estinuld  con concentyaciones altas de rotasio, I
concetracion Nalll se digminuyd a &% mii con el obleto de
manteney L isesmolarvidad del wmedio. La veratvina, el
verapami bl ¥y la  wmovenging  fuevon disweltos en etannl y se
adicionaron al medio de incubaciod. La  concentracion final
de etancol fue de 0.95%%. KL pM de los enedios de incubacion se
ajustd a 7.4 habriendo burbujeado con una sezcla de 02-COZ

LI [

(OR%-5%) durante 5 minwtos




Acumulacion de amiviodcidos radivactivos por los sinaptosomas

Los ginaptosomas se vesuspendieron en 2 ml de  Ringer-Rrebs
bicarbovnato. 506 npl de  esta  suspension  (409-650 uy de
proteina) se incubaron en un volumen fival de  2.% wml  de
medio conterniendo 0.1 wM de  deido  aminoxacédtice: l.og
simapltosonsy se incubaron durante 5 ainutos a AV° 0 con
agitacidn contiviva v posterioveente se  agvegs 1 a0l de
SH-GARA (40,2 CiZmmol) a una concentracion final de 0.5 aM o
4.2 0Ci de IH-Leuciva (47,7 Cizamel) o  una  concentracion
fimal de 0.5 uM, v se continwe la incubecidn durante 9
mivuwtos a 27°C con agitacitn continva.

Liberacion de aminoacidos radiactivos

Uria ver que  los  ginaptosomas  acumularon el  amineacido
vadiactive, 490 uwl  del wmedio de incubacion se colocaron
gobive un Filtvo milipore en unidades de  filtracidn. la
radioactividad que no fud acumuladea pov Los sinaplosomay se
glimind con 2 lavados de 30 segundos con  Ringer-Kret
bicarbonate (8 wl). EL gual, se eliming poy aplicacion de
vacio a una presion de 1% om de Mg, durante 5 segundos [}
nivel bhasal de Liberacidn se establecio despuds de que los
sinaptosomnas se perifundievon con 8§ ml de Ringer-Rrebs a  una
velgcidad  de 1 mL/minuTm, uwtilizandoe pava ello una hmmhq
pevistaltica., La estinulacion de la  Liberacion se efeclue
por e adicidn de 1 M de  menensiva,  ©O.06 mgsml de
veratrina o 53 wM  de potasio en el wmedio de  pevrfusgion
duvante 1-% wmivietor v se continud la peviusion con medio
novmal durante % minvtes. FlL dantroleno se utilizd a  una
concentracicn  de 80 pM, vy  estuvo  presente  durante  la
incubacidn del amincacido radioactivo vy hasta el inicio  de
la estinulacidn de la Liberacion.

-

EL o wedic de pevfusi oi se colectd cada mivuto en frascos a
Los  que s aygrvegayon 5 ml  de tyvitosol (5%0), v La
radicactividad se contd en un contador de centelleo Liguida.
AL Finalizay el espevimento, log fillvos, que contenian a
log ginaptosomas se colocaron en frascos con 1 ml de dodeci!
sulfato de sodio (SDEY al 1%, conteniendo 20 o de  acidoe
etitlen-divitrilo-tetracetico (EDTAY, & pHM & durante 24 hvg
a 25°C 0 40 miv., a 70°C con el objeto de  Liberar e
radicactividad acumulada, La  cual, se  determind como se
menciond anteviormente. - -

i



La Liberacion del amivodcido vadiactivo se expresa como el
poveentaje (4 de la vadivacltividad total acumulada pov lLos
sinaptosonas.

La concentracion de proleinas  se  detevmning conforme  al
metodo descrito pov Lowry (54), usantdo como  standard
allbuming bovina. .

FlL o dantvoleno se prepard de acuerdo al mnetodo enpleado  por
Salata 48, La droga e disolvid a una concentracidn de 0.9
my/mnl v agua desionizada v se Llevd muy lentamente a un pH
O con NalH 0.4 N.o La solucidn ge deid en baho de Maria con
agitacidn durante 16 minutoy a 37°C.

Lasg difevenciag erlatdisticas entre KGR Qr UG
axperinentales se obltuvieron wsando la prueba T de student.

EL3H-Gaks v la ZH-Leucina se adguivieron de WNew Eogland
Huelear Corepovaetion: la movensiva, vevalviva vy el vevapamil
se obtvievon de STGMA Chemical Company. Bl dantvoleno  fue
donado pov Novwich Eaton Pharmaceutical Inec. Todos log demas
reactivos Tueron de grado anal {tico.
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kesultados

La liberacion espontanea. de
no  se modifica porilas ok
muestra en La figuira 3

BH-GABA se manliene constante v
gsencia de dantroleno, Ccomo s

La  Libevacion de  3H-GaRe  estinulada  pov  monensine  se
incrementd 3004 con vespeclto a la Liberacion besal Lo que
vepresenta el 4.0240.7% de la vadioactividad total acumulada
pov los sinaptogsomas (Figura 4). La Liberacidn maxima S$e
alcanza % minulos  despue del inicio de ta estimulacion.
Bajo las migsmas condiciones, la Liberacidn de 3H-Leucina no
fue estimulada por la presencia de movensina (Figura 4).

EL oefecto del denlvoleno sobve la Libevacidn de SH-GARA
ertimulada pov monensing se  muestva en Lo figwa 5. En
for micia  de dantroleng  lLa Libevacion de GaBe inducida pov
moviensing vepresenta el 1.2140.23 % de  Lla vadiactividad
acumuwlada, Lo que  significa una  inhibicidn del 70%
comparvada con el control.

La liberacidn de  3H-GARe  inducida  por veratrivie  (0.06
mg/ml)  se  observe en  la figuva &, dicha Liberacidn se
incremento en un 2258 sobre el control lo que representa el
B BEEOL253 AL FLoefecto maximo de la libevacidn se observa
on el segundo minwto de  La estimulacidn. Cuando  Los
givaptosomas  fuevon tratados con dantroleno, la Libevacion
de GARG inducida por veratyvina se ivhibio en un  46%  con
respecto al control,

Eyvi presencia de @ e de Ca+t extracelulay, la Liberacion de

IH-Geaka estiomwlada poy wveraterina (0,06 wg/ml) fug F0% mayor
con respecto a La observada en un medio gin calcio, v o la
cantidad de  SH-GARA  Liberado corregsponde & oun valor de
4.440.31% de  la radicactividad total acumulada pov Log
ginaptosomas (figura?) . fajo estar  condiciones, La
presencia de dantroleno digminuyd en un 49% la Liberacion de
GaRa  inducida  por veratvina (figura V). Agimismo, el
verapami b a una  concentracion de 100 pr produce  una
inhibicicn del 25%, mientras que la  adicidn gimultanea de
verapani Ly dantvoleno  inhibe totalmente la Libmracidn}d@
H-GaARA CFigura 8. Sy

La Liberacidn de JH-GAKA estimulada  por  concentyacio
despolarizantes de potasio (5% aM) en presencia de caleio
externo (2uM), se presenta en la figura 9. La liberacion de
GARG aumentd, @n un 2404 con vespecto a ba libevacidn basal,
Gl ovalor maxime de Libevacion covvesponde a 3%, 54¢0,040% de la
vadicactividad acumulada pov Los gineptosomas. Bl porcentaje
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de liberacidn o como el tiempo en que ocurre el pico
maximo de libevacidn es wmuy similar @&  la  obtenida  por
veralrinag en presencia de calcios La presencia de dantroleno
causd una o inhibicion odel  47% _en  La  Llibevacidn de GABA
estinvlada pov potasio (figuya 9).- Dt

Lin  enbargo, la  Libevacidn- de- ( estinmclada por
concentraciones altas de  Tpotasio cevoswieedio o libre de
calcio, no es afectada sensiblemente  poy La presevicia  de
dantyoleno, aundque, en estas condiciones la estinulacion pov
potasio vio se observd (figuira 10, '

20



% DE LIBERACION DE 3H-GABA
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Figura 3. La liberacion espontdnea de 3H-GARA en
sinaptosomas de rata. Los sinaptosomas se perfundieron con
medio Llibre de calcio, en la grdfica se puede observar la
lLiberacion espontidnea de GABA. La bavra indica el cambio de
medio simulando la estimulacion: (.)-control; (x)~
dantroleno. El dantroleno se encuentra presente desde la
incubacion hasta ontes del cambio de medio rara la
estimulacidn. Los datos mostrados representan el promedio de
4 experimentos y las barras representan el ervor standard.
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Figura 4. Efecto de la monensina sobre la liberacion de
3H-GARA (.) vy 3H-Leucina (x) de sinaptosomas. Los datos son
la media + e.e. de 4 experimentos. La barva indica el tiempo

de estimulacion.
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Figura 5. El efecto del dantroleno en la liberacidn de
3H~GARA inducida ror momensina (1 uM): ()=comtvoli  (x)=
dantroleno. Los datos son la media + e.e. de 4 expevimentos;
(#)~FCO.005; la barva indica tiempo en que se estimulo la
Freparacion.



9% DE LIBERACION DE 3H-GA
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Figura 6. Efecto de dantvoleno (80 Ay veratrina (0.06
ma/mi) sobre La liberacic?n de 3H-GABA: (.)-control
(veratyinali (x)~veratrina whe dantvoleno. Los datos son el
promedio & €.€. de 7 exper imnentos; (#)~F(0.005;: la barva
indica el tiempo de estimulacion.
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Figuvae 7. La Liberacion de 3IH- -GARA de sinaptosomas . inducida
pov veratrina (0.06 ma/ L) en p\erenCIa de calcio
*1u:elula\ 2 mn). ()~ -control (veratvina vy calcio)i (x)

vcmai1|na Y calcio mas dan&\oleno. los datos p\PuPniadoJ

son el promedio ¥ e.e. de 2 experumeqfos, (*)vP(0.00S; la
harva indicea Pl tiempo de la esiimulacion.
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% DE LIBERACION DE  3H-~GABA
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Figura B. Efecto de verapamil (100 uM) sobve la liberacidn
de 3H-GARA inducida oy veratrina (0.06 mg/l) en presencia
de calcio extracelular (2 muM); ()-control (veratrina vy
calcio)i (¥)-veratrina, calcio y veragamil; (x)~
veratrina,calcio + verarpamil + dantroteno. Los datos son el
rromedio + e.e. de 3 experimelos; (%)~ f)Q 05, (%x)-F<0.00%5;
la barra lnd;ca el monento de la aplicacidn del estfmulo asf

como el tiempo de estimulacion.
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Efecto

de 80 auM de
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dantroleno sobve la

Libevacidn de 3H-GAKA inducida ror 52 M de potasio (KRCL) en

presencia

exfper imentgs;
estimulacion.

é de calcio extracelular
(x)-KClL * dantroleno. Los datos son la wedia L
(¥)-F20.05; la
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% DE LIBERACION DE 3H~GABA
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Figura 10. Efecto de 80 uM de dantroleno sobre 1a
Liberacion de 3H-BARA inducida por 53 mM de potasio (KCL) en
ausentcia de calcio extracetular;: (J)-control (KCL);: (x)-K{C1
+ dantrvoleno. Los datos representan la media % e.e. de 7
experimentos; (¥)-F)0.05; lea barra indica el tieapo de
estimulacion.”
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Discusian . | p

s

ha pregencia de sustantias despolavizeantes.  como  la
monensinag,  veratvivna vy concentvaciones altas de potasio
caugarove un incremento notable de la Liberacidn de  GABA  de
oy ginaptosomas,  efecto que se obserd adn en augencia de
calcio externg (Tiguras 5,6 v %), ElL e o de s oagentes
despolavizeanles parece ser especifico sobre Canid smos
de Libevacidn  de neuwctvansmisores, yva que la monensinag no
tuve wingdn  efecto  sobve  la Liberacion de leucinag,
amimodcido  del  gque no o ose tiene evidencia d@'Qum Furici one
como newroltyansmisor., ‘ :

H s A WA M ST oY o0, v wor R R T T o g " R e o o
lLa liberacion de GAHBE Toducida pony MOVENS g ey 3 vetes

mayveor  oque La Liberacion espontdnes de  los ginaplosanas
(figuras 4 v %), Dicha Vibevacion @5 mayory a ba  ogque s
ghsevrva en presencia de vevatvivag o altas concentvaciones de
potasico. Esta diferencia pueds explicarse por el hecho de
que La movensina @8 un iondToro de sodic vy o Favma un mayor
nunero  de  canales artificiales en la membvava, comparvados
con el nimero de canales de sodio sensibles & voltaje gue
existen  en la membyana plasmdtica, foy cuvales son activados
por protasic vy vevatvivag., Lo vevalrina induce la apeviuva de
canalers de sodio sensibles a voltaje, Lo que  produce un
incremernto e ba  concentracion  intracelular de  sodio,
simulando asi el potencial de accion. Las  concentraciones
e potasico  intrva- vy extvacelulares sov vespongsables del
potencial de veposo. Cuando la concentvacion de  potasio  se
incrementa EN @l miEd 1o extracelulay, @l potencial
electvoquinico del potasio gigminuye, B Qv DCando WY
disminucion en el potencial de  veposo, Lo que trag Como
consecuencia la apeviuva de canales Idw sodio  sensibhley &
voltaje cle L a menh i ana lasmatica, produciendo la
despolavizacion de la ol sma.

FL avmento en  La concentracidon de sodio inducido pov
moviensing,  veratrivae ¥y altas concentraciones de poltasic, en
ausencia de calcio extvacelular puede promoy la salida de
calcio de sitios endogenos coms La mitocondria v el veticulo
endop ldsnico (4%, 20,20,870,08,54, 36,55, A través de  un
ivtercambiador sodio-calcio, incvementando La  concentvacibn
de  calcio Libve intracelular v éste a su ver, produciv un
incremento ev la Libevacidn del newoltransmisor.

vacebular O ob), se obsevrvd
BORA - inducida  por ' 3

Lo obsevvada  en o aw 1o e
caluic externo, bajo Lag wmisnas condiciones, concentraciones
despolavizantes® de petagio, incvementaron Lo Libevacidn de
GAle eni un 164%. Ry

Ev o pregsencia de caleolo’
ba Fiheracion '
i cmento S24 compars




La libevacion de GARA indue l(lﬂ oy allas concentvaciones do
potasio vy o por  vevatlyivia en |)v*hnrin de caleio, e
incrementd 2.5 ve EL porcentaje de estinwlacidn comn, ef
tienpo en que ocwrre dicha Dibevacidn, son-moy. sinilaves. En
presencia de overatviva el incvemento en la liberacion de
GARAG pyovocado pua'vrfaTrinm v potasio so o cdebe. en. bhuena
parte @ la presevcia de caloio uylxatv!ulul.,La,&wwr?ura e
los canales de calcio- sensibles a ul;!t«)J(;V' Froducida  pov
petoy  agentes degpolavizantes lndu(uu’un_yn(1wm0ulu encla
concentracion de (ulClu_fini ¢ cual, o A(luu
directamente  sobre. 5 G wtlun Tl
neuxnlruNﬁml«ureb- obteniend mte o oun
meremento en la llhmratlnn'c S

A

Ciberacion espontdnes  de  GABA no ey atecldda pov la
micia  de dantroleo mientvay qUE, La Liberacidn
exlinulada  poy  monensina o voeratving en avsencia de calgio
en ol medico de estimulacidn, fue notablemente inhibidae  pov
el iuzmnnu,

Existen evidenciay de que un incremento en La concentracidn
intracelular de sodio inducido por agentes slavizantes
como La veratving, monensing ¥y  altay  concentvaciones de
roltasio Frav e miov i i zar caloio e PESETVOT ) OE
intvacelulares v de esta mangra pvoducis La  Libe ariéﬁ o
neuwrotransmisores como el GARA (499, 20,28,34,346, 37,55, El

( que ta presevcia de dantroleno ivhiba La thm1mulﬁn
rﬁdugidm o coaunentes alavizantes  indica
gue  ezle farmaco 1mr|dﬁ (l de caloio Libivre
intracelular v por ; mecantsnos  de

Liberacion de Vitados eslan

acuevdo cow log obtevwidor pov movoan, By Desmedt v
Cahiev, uienes srvar gue el dantvelenog iuhibe la salida
de caloio de ovganeloy  intvacelulayves  (44,43,443,  Se  ha
obgervado que @l dantvoleng ne afecta laz concentracionss
intracelulares de fones tales comg: Nat, K4+, Mg+, Catv o el
agua (4&), el potencial de vepose (43,4775 ni la  salida  de
caleio dependiente de GTF (43,477,

FLo dantroleng  no  afecta la liberacion esponianea de log
sinaptoromas (figura 3Y, pévo 57 induce una inhikicidn en la
Liberacion de 3H-GARA  producida por la  estioulacion  con
mEmensinag - (figuva 51,0 veratrinag (figura &) en augencia de
calcin Oylerﬂo, Nooobstante, se puede observar AW E @l oefecto
del davtro Cmayor sobre la Libevacidn  de  GAKA
wﬁiimulada’” ff]@ﬁ9iﬁﬁ que por la inducida por veratyivag.

ks lo Adrmaco: eievcer  su accion  en el reticulo
Qndopliumrun,-(umu to dndican los expevicentos de  Sengupta
CARY T an T tos o que  se midid La unidn de dartroleno marcado
vadigactivamente a wmembranays  de  difeventes organelos. En

K10;



este  estudio  se encontrd que el dantrolent poses una mayor
atfinidad de unidn por el yetioule savcoplasmico que pov Lag
mitocondvias (42, Otra evidencia La constituye el hecho de
aue el farmaco es  incapaz  de  inhibiv las  conlvacciones
musculaves Cinducidays pov el 2,4-DRF, el cual, libevae calcio
pyvoveniento de las wmitocondvias (52, fisimisne, resultados
pyeliminares obitenidos en nuestvo labovatovio demvestran que
el dantvolene ey incapaz de inhibiv La Liberacion de A5-Catd
de  mitocondviay  pvovenienvtes de fTevminales nevviosas en un
medio de cstimulacidn conteniendo 1660 aiv de sodio (datos  no
publicados). ' ’

Bl heche de  que  la Libevacion de GARA estimulada por
veraltvina en. o opresencia e calgio ertracelulayr T ué
Ligevamente inhibida  porv la presencia de verapami b (Figura
BY woque, bajo las  miswas  condiciones  oxperimentales, ()
oy icia. de o davtroleno  inbibid  un FEY dicha Liberacion,
indica que wn alto povecentaie  de o la Pibevacicn  de  GARA
depende del caloio proveniente de recevvorios enddgenos. Sin
ginbavao, Shiva (49) ha observado que el veraprami!l adewsds, de
ivihiib iy  los  Canale de  calocie dependientes de voltale,
ivhibe ls despolarizacion de La are by ana plasmatica
producida  por veraltyiva asi como La Libevacidn de GARA, pov
Lo que concluyve que lba liberacion de GARS g producida  por
La despolarizacion  de  la  wenbyana. S embavego,  es
iteresanie hacer notar o  este rvespecto, que cuando e
despolavizas la membvana rlasmaltice con concentraciones altlas
e olasio ey oun medio Libve tanto de sodio como de calcio,
ne e produce la Libervacidn de IH-GARS (5T,

EL danteclene no parece  tener nisgun efecto  sobre La
wentraciones

Libey acidn o A G inducida v ¢ ;
ia de caloio

despolarizanteys de potasio en presencia v auy
eyclerng (Tiguvas © v 107, dgto no queda muy  olaro,  ya  que
. . . . . . 4
exigsten evidencias de que el dantvolene inhibe La Liberacion
de  catltecolaminegs  inducida wpovy  concentvaciones altas  de
. ¢ .

potasio en glandulaes supravensles (44, Esto es  inte 11l e
por que puede indicary que el dantyvoleno no actua e La misma
forma pava Ttransmigsoves solublesz v vesiculado:

FEstos vesultados indican que el sodio puede Liberar calcio
de compartimientos intvaceluwlaves vy produciv ba o Libevacion
de  GaRa,  Siv embargo, no podemos excluiy la rosibilidad de
quer @) dantvoleno pueds interfervivy lambien con el aecanismo
de  travnseovte de calcio & traves de la membrana plaxmética,
comd Lo abserva Pultney ¢l mediv la evtvada de calcio al i
levior celular cuando  se  produce uwia despolarizacidn con
covicentraeciones despolarizantes de polasio mavores de 50 mM
(4670, :

g
P



Conclusiones

La Libevacidnde GARG Sinducida ror agentes despolavizantes
qut: aumnertan ba concetvacion twlvace lular de sodic, se |levas
a Cabo por un Mismo especifico para neurotransuisores ya
que, o la nwoode s Leucina que 1§19 & considera
nEur oty anst modifica. L ERn

Lus experimentos con dantroleno sugieven que La Liberacion
de GARA dependiente de Mav e inderendiente de  Catt  exlterno
estimnvlada por veratyive v monensinag, posiblemente e debe a
e i e e inteveambio sodio-calocio presente en alaung de
WG intrecetularos, woogque la o Liberacion
Lleva a cabo oy Otros mecani Smos .

It

s

Fl oefeclto inhibidor del dantvolensg en  la Liberagion de
JH-GABA v ausencia 0 en presencia de calaio externo podria
deberse a cualguiera de los siguientes mecanismos:

f. Inhibicion de 1o salida de calgiv de VESErVOY IS
. v . ”
intracelulavoes, atctuande  principalmente en el reliculo

evidoplasmico.

w2 inhibicion pavrcial del acceso de calcio a Llogs necanisnos
. [ ..
intracelulares de estimulo-secracion.

Fare poder digscevniy entre estas dor posibilidades, es fune
damental conooey La concentracion te caleio Libvre
intvacelular en el ginaptosoma ev presencia v ausencia de
dantrmleno,’ cuantde se induce Ui neremento ©n la
( by ac i an ivitvracelular e sl io Oy suetanciag
despolarizantes en ausentia de celoio externg.

frimigno, & necesavio estudiar el efecto  del danTtmL&ﬁm.
sohve log Tlujos de Ca+t a través de la membrava plasmatica,
cuando e usan sustancias despolarvizantes. AsT comnpsel
gapleo de BE-Rb como mavcadoy de la despolarizacion “de la-
membyana  plasmatica v o obzervar el flujo de este fonen el

’

sinaptosomns en presevcia vy ausencia del Farmaco. D wgta
forma, se puede sabov g La Liberaciom de JH-GARG estinulada
Fron sustancias despolarvizantes  en presencia  de o calcio
exlterne, se debe a una iﬂhi}ﬂiiﬂﬁﬁtﬁw/la entrada de caloio al
sinaptosoma o por que el fTarmaco actaa a un vivel Sposterioar
de Lo despolavizacién de La mewbvrana plasmatica. Lo o

(s
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