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,ﬁno‘déﬁiésVﬁédéioé ﬁtilizados ampliamente en los estudios'del
desarroilo;:dél éisﬁema nervioso ha sido el cerebelo, ya que
présénta miltiples ventajas que van desde su estructura hasta los
conocimientos que se tienen de su origen embrioldgico y de la
neuroquimica. Por otro lado, se sabe que la estimilacién temprana
de los receptores NMDA presentes en las células granulares de
cerebelo, o la despolarizacidén por K+ resultan en un desarrollo
’mayor de prolongaciones y un incremento en la sobrevivencia de
este tipo neuronal (Balazs, 1987,1988). Se sabe que las células
granulares son glutamatérgicas y que una de las enzimas
involucradas con la sintesis del transmisor es la glutaminasa
activada por fosfato (GAF), algunos estudios muestran que existen
cambios en la actividad de esta enzima a lo largo del desarrollo,
lo cual se relaciona con la diferenciacién y establecimiento de
vias glutamatérgicas, por lo que se ha considerado a la GAF como
un buen marcador del desarrollo de células glutamatérgicas (Patel
1987). Estudios recientes han demostrado que la estimulacién
temprana de los receptores NMDA y la despolarizacién por K+ en
las células granulares inducen un incremento en la actividad de
la GAF en ceélulas granulares (Moran y Patel, 1989).

En este trabajo se probaron agonistas y antagonistas a los
receptores a aminoacidos excitadores sobre la actividad de 1la
GAF' tanto "in vitro" como "in vivo" como un indice de 1la
diferenciacion bioquimica de las células granulares.

La actividad de la GAF "in vitro" en presencia de NMDA 150uM y



_K+740mM;dﬁfanﬁé 7£'h se incrementd en casi un 75% con respecto al
control fsih’ Qﬁe estoé tratamientos modifiquen la cantidad de
proteina’ ni la actividad de la lactato deshidrogenasa, una enzima
relacionada con el metabolismo general de la célula. El efecto
del NMDA sobre la actividad de la GAF requiere de sintesis
protéica y de RNAm, ya que es inhibido con cicloheximida (lug/ml)
y actinomicina (0.lug/ml).

Otros antagonistas a 1los receptores a aminoacidos excitadores
como el kainato (10uM), quinolinato (250 y 500uM), AMPA (10 Yy
100uM) y LAP4 (10 y 100uM), tuvieron un efecto favorable sobre la
morfologia de las células granulares, ademds de inducir un
incremento la actividad de la GAF en ocasiones hasta de casi tres
veces. lLos efectos observados '"in vivo" muestran que el NMDA
(5mg/Kg) incrementa la actividad de la GAF en un 50% sdélo a los
12 dias postnatales, por otro lado el antagonista APV (60mg/kg)
no tiene efecto alguno, mientras que el MK-801 (0.1 mg/kg) redujo
la actividad de la GAF en un 40% a los 11,12,14 y 15 dias
postnatales. Por suparte el CPP (2.2 mg/kg) presenta este mismo
conportamiento pero sdlo a los 1lly 12 dias postnatales.

Estos resultados sugieren que tanto "in vitro" como "in vivo" la
activacién del receptor NMDA a edades tempranas del desarrollo
induce la maduracidén bioquimica de las células granulares, Y
parece ser que la entrada de Ca++ relacionada con la activacion
del canal acoplado al receptor NMDA y la de los canales de Ca++
sensibles a voltaje coloca a este ién en un sitio importante
durante los eventos que se presentan a lo largo del desarrollo

de las células granulares.



INTRODUCCION

Desde hace mas de un siglo ha existido,un:gran’ihtérés por el
funcionamiento del Sistema Nervioso (SN) -, sin ‘embargo no es
hasta que Ramén y Cajal propone a la neurona como la unidad
basica y funcional del SN gque se sientan las bases para proponer
los mecanismos por los cuales se llevan a cabo algunas de las
funciones del SN. A partir de entonces se han llevado a cabo
numerosos estudios anatémicos , fisioldégicos y bioquimicos
qgque han permitido avanzar sustancialmente en el conocimiento de
los distintos campos de las neurociencias. Una de estas &reas de
interés ha sido el desarrollo del SN de los vertebrados, del cual
se trataran algunos aspectos en este trabajo, enfocandonos

principalmente a la neuroquimica del desarrollo del cerebelo.

El sistema nervioso (SN) presenta una organizacién estructural y
funcional compleja producto de una serie de eventos sofisticados
y finamente coordinados que se llevan a cabo durante el

desarrollo del SN.

EMBRIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO.
El desarrollo del SN comienza con la induccidén de la notocorda
Yy el mesodermo paracordal sobre el neuroectodermo para formar la
placa neural. Dicha influencia esta mediada por una serie de

moléculas que llevan a la transformacidén de la placa neural en lo



que se conoce COmo surco neural. Al cont’in'\:;azr:rel‘ désérrollo los
pliegues del surco se elevan y se acercan_;ka la yline‘a media para
finalmente fusionarse originando asi el tﬁbo neural. Antes del
cierre del surco neural algunos grupos-celulares del ectodermo
cercanos a la placa neural migran para formar la cresta neural
(Young, 1975) .

La fusién del tubo comienza en la cuarta somita y continda en
direccién cefalica a caudal, sin embargo en los extremos caudal y
craneal esta fusidén se retarda originando los neuroporos anterior
y posterior, los cuales comunican al tubo neural con la cavidad
amnidtica y que posteriormente sufriran una obliteracidén para asi

cerrar al tubo nervioso (Balinsky, 1978).

En un principio el tubo neural es mas voluminoso hacia adelante
y cuando el neuroporo anterior todavia estd abierto, el tubo se
dilata para formar tres vesiculas separadas por surcos, la
primera (Prosencéfalo) y la tercera (Rombencéfalo) se dividiran
en dos, la segunda vesicula (Mesencéfalo) no se dividira. A 1lo
largo del desarrollo del sistema nervioso estas vesiculas se
diferenciaran en las distintas estructuras del cerebelo adulto

que se muestran en el cuadro I.



CUADRO # 1

Telencéfalo:corteza cerebral, ganglios basales,
formacioén hipocampal,amigdala, bulbo
olfatorio.

PROSENCEFALO

Diencéfalo:epitalamo, hipotalamo, talamo,
nervios y tractos dpticos. :

MESENCEFALO Sustancia nigra, sustancia blanca,(pedﬁncqlos 

cerebelares),
nicleo rojo, coliculos;

periacueductal.

Mielencéfalo: médula oblonga.
ROMBENCEFALO ‘

Metencéfalo: protuberancia, puéhte, y cerebelo

Cuando el tubo nervioso esta constituido 1las células del
epitelio germinativo proliferan activamente formando una gruesa
capa periependimaria. Estas células migran ligeramente hacia la
periferia separandose unas de otras, agrupandose en amasijos y
formando el conjunto que constituye el manto, esbozo de sustancia
gris. Durante estos eventos se inicia la diferenciacién celular.

Las células epiteliales que bordean a la luz del tubo nervioso

forman la capa germinativa que dara lugar a dos tipos celulares



conocidos como neuroblastos y espongioblastos. Los neuroblastos
son elementos de gran tamarfio que daran lugar a las neuronas. Los
espongioblastos son células mas pegquelfias, las cuales se
diferencian en dos tipos celulares, algunas se quedan fijas y
forman las células ependimarias, el resto quedan libres formando
asi a las células de la glia (Cuadro 2).

Por su parte la cresta produce dos tipos de neuroblastos:
-Células bipolares que se desarrollan en el mismo lugar y dque
originaran a las células ganglionares raquideas. ’
~Células multipolares que migraran en la profundidad'};&afah;iﬁ

lugar a células ganglionares simpaticas.

CUADRO # 2

Destino embrioldgico de Neuroblastos y espongioblastos.

Neuroblasto Neurona simpatica

CRESTA
Neuroblasto Neurona sensitiva (Célula ganglionar en T)
Espongioblasto Espongioblasto Células
fijo ependimario ependimarias
Astrocito protoplasmico
TUBO NEURAL Espongioblasto libre Astrocito fibroso

o0ligodendrocito

Neuroblasto Neurona motora



Durante el desarrollo del sistema netiiosd se  pueden
’disﬁiﬁéui&ijléé siguientes fases : prbliferaciéh,k‘ migracidn
Vdiférénciééiéﬁ;. establecimiento de sinapsis, muerte celular
Y "reduccién de contactos sindpticos. Estos fendmenos se
-llevan a cabo durante el desarrollo del SN de todos 1los
vertebrados, aunque se presentan variaciones temporales [}
éléunas modificaciones particulares para cada especie o area del
SN (Young, 1975).

Durante la proliferacién las células sufren una serie de
divisiones sucesivas que daran como resultado un grupo de células
indiferenciadas que poseen las mismas caracteristicas.

A través de los procesos de divisién la célula se extiende a
todo lo largo de la pared del tubo neural y se observa que el
nicleo migra desde la region proximal al ventriculo a lo largo
del tubo neural, durante este fendémeno se lleva a cabo 1la
sintesis de DNA (fase S del ciclo celular). Posteriormente se da
un corto periodo de crecimiento premitético (G2), seguida de la
retraccion de la célula hacia la superficie ventricular con
objeto que se lleve a cabo la divisién celular. Dado que los
ciclos mitéticos de las células neuroepiteliales se encuentran
desfasados es posible observar células en diferentes fases del
cicle celular. Mas tarde se observa una enorme poblacién de
células germinales indiferenciadas, las cuales se dividiran por
ultima vez originando células nerviosas inmaduras que
posteriormente maduraran perdiendo entonces la capacidad de

dividirse.



Una vez terminada la proliferacidon se presenta el fendmeno de
miéracién,'de esta manera las células cambian del sitio donde se
originaron para ubicarse en el sitio definitivo donde se
diferenciaran. La mayoria de las células que iniciaran 1la
migracién generalmente son postmitoticas, con algunas excepciones
come lo son las células granulares del cerebelo, que como se
explicara mas adelante después de la primera migracién se vuelven
a dividir para nuevamente migrar (Ito, 1984).

Nicole Le Douarin y colaboradores (1975) observaron que la ruta
de migracion de diferentes tipos neuronales esta determinada por
su posicién en la cresta neural. También se tienen evidencias de
que una serie de factores sintetizados por la glia son capaces de
promover la migracién, y que aun la propia presencia de las
células gliales, son determinantes para que se lleve a cabo la
migracidén neuronal, ya que en ocasiones se ha observado que si no
existe un tipo particular de glia los fendmenos de migracién no
se presentan o se difucultan, y aun la sobrevivencia y desarrollo
normal de las neuronas se afecta (Rakic,1971).

La primer evidencia que permite distinguir a una célula que va a
comenzar a diferenciarse en neurona es la adquisicién de una
forma bipolar, momento en el cual pierde su capacidad mitética
(Young, 1975). La transformacién de las células en neuronas
comprende los siguientes pasos: Aumento en el volumen del
nuicleo, aparicién de los cuerpos de Nissl (RNA citoplasmico) y
finalmente la formacidén de prolongaciones primero axones y luego

dendritas (Aroux y Haegel,1970). La diferenciacidén de estas



células consiste también :en 1la aétivacién de ciertos genes
que permitan que la célula adquieéa ei fenotipo caracteristico de
una  neurona como es la expresicn de las enzimas para la
sintesis del neurotransmisor, el desarrollo de mecanismos de
captura y liberacidén del mismo, asi como la sintesis de proteinas
de membrana que funcionaran como receptores o canales idénicos.

Muchas de 1las células no 1llegan a completar su proceso de
diferenciacién y mueren. Aunque la muerte neuronal durante el
desarrollo se considera como un fendmeno natural, aun no se
conocen muchos de los aspectos gue estan involucrados con este
evento, se ha sugerido que las neuronas son capaces de competir
por un numero limitado de contactos sinapticos en las células
blanco, de esta manera un numero de estas células es eliminado
(Oppenheim, 1991). También se ha propuesto gque en estadios
tempranos del desarrollo la muerte neuronal se presenta como un
mecanismo de eliminacién de células defectuosas para crear
ambientes permisivos con objeto de gue se lleve a cabo el
crecimiento axonal (Kallen, 1965, Hankin et al.,1988).

La pérdida masiva de células durante estados mas avanzados de
diferenciacién neuronal probablemente se de por una especie de
ajuste cuantitativo de interconexiones de poblaciones neuronales
Yy la eliminacién de proyecciones que son en algun sentido
incorrectas dandose asi un refinamiento de las conexiones
sindpticas (Lamb et al., 1988, Clarke, 1981). Mas adelante se
trataran algunos aspectos sobre la participacién de 1los

aminoacidos excitadores durante los fendémenos de muerte neuronal.



Los fendmenos antes mencionados pueden ocurrir a difefentes
tiempos durante el desarrollo del SN, esto gquiere decir que
probablemente algunos grupos celulares estén migrando mientras
otros ya estan en proceso de diferenciacioén, sin embargo cada
célula de manera individual pasa por cada una de las fases sin

tener que llegar necesariamente a la muerte celular.

DESARROLLO DEL CEREBELO.

El cerebelo ha sido utilizado como modelo para estudiar los
fenémenos de desarrollo ya que presenta una estructura laminar y
un numero limitado de tipos neuronales en los que se observa una
citoarquitectura muy especial (Burgoyne y Cambray-Deakin,
1988) . Esta estructura ha sido utilizada como modelo para el
estudio de la maduracidén del SNC desde hace mas de un siglo,
por lo que se conocen perfectamente los detalles anatémicos y

ultraestructurales.

El arregloc de las células del cerebelo da lugar a tres capas
cuando se realizan cortes transversales (Figura 1la). La externa
capa molecular que esta compuesta por los axones de las células
granulares (fibras paralelas), los arboles dendriticos de las
células de Purkinje y por las células estrelladas y en canasta.

La segunda capa la forman los somas de las células de Purkinje,
cuyas dendritas realizan contactos con las fibras paralelas. Los
somas de estas células también reciben contactos de las fibras
trepadoras cuyos somas se localizan en la oliva inferior.

Finalmente la capa mas interna es la granular, donde se

10
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loéaiizan ios'somas de las células de Golgi y las células
'grénulares, iaé cuales reciben contactos de 1las fibras musgosas y
:lbs'somas de las células de Golgi. Una de las principales
ehtradas nerviosas al cerebelo se da mediante la sinapsis
excitadora que se establece entre las células granulares y las
fibras musgosas cuyos somas se localizan en el puente y la
médula (Eccles, 1973) . Se ha observado que cada célula granular
posee de tres a seis pequenas dendritas que realizan contactos
postsindpticos con estas fibras musgosas. (Ito, 1984). Por su
parte las células granulares envian informacidén a otras neuronas
a través de sus axones en la capa molecular, estas sinapsis se
establecen con las células en canasta y las células de
Purkinje.

En lo que se refiere al desarrollo del cerebelo, en la unidn
del esbozo de éste y el techo del cuarto ventriculo, las células
del manto emigran a la superficie, situandose en el velo marginal
formando una capa cortical. Estas células descienden para
originar las células granulares y de Golgi, dejando libre 1la
superficie gque se transformarda en la capa molecular.

Las células en canasta del cerebelo de rata se originan apartir

de la diferenciacidén de células germinales de la capa granular
externa durante los dias 6-7 postnatales (Altman, 1972 [A]).
Las células en estrelladas tienen el mismo origen, aunque su
diferenciacién comienza apartir del dia 8-11 posnatal (Altman,
1972 [A y C]).

Por su parte las células del manto de mayor tamafio ascienden

para formar las células de Purkinje, cuyas dendritas ocuparan la
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_mayor parte dé.ia capa molecular, y sus axones llegaran hasta las
células del nﬁcleo dentado. Las migraciones celulares finalizaran
conla formacidn de una sustancia gris periférica y de sustancia
blancd central ‘al contrario de lo que ocurre en la médula.
Algunas de las células restantes del manto que no nigraron se

convierten en los nucleos cerebelosos (Langman, 1964).

Uno de los modelos mas utilizados en los estudios del
desarrollo ha sido el cerebelo de rata, ya que se tienen amplios
conocimientos acerca de la anatomia del SN de este animal, ademas
también se conoce muy bien la histologia del cerebelo tanto en
el adulto como del desarrollo de esta estructura. Otro aspecto
importante de este modelo es 1la posibilidad de obtener
cultivos primarios de células disociadas como es el caso de las
células granulares del cerebelo las cuales son faciles de
obtener vy cultivar con un alto grado de pureza. Una ventaja de
este sistema de cultivo es que el proceso de disociacién
cerebelar se lleva a cabo entre los dias 6-8 postnatales y en
combinacién con ciertas manipulaciones se da una seleccién de
células granulares inmaduras, la mayoria de las cuales "in vivo"
todavia estan en periodo de replicacidén, pero "in vitro" estas
células se sincronizan, dejan de dividirse y comienzan a
diferenciarse.

En la rata 1las células granulares se originan postnatalmente a
partir de células de la capa germinal externa (CGE) la cual
persiste hasta el dia 21 postnatal, el periodo de mayor

proliferacién en la rata se da entre el dia 5-8 postnatal
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(Fujita, 1967) dicha capa se divide en dos zonas, ‘un

de proliferacién y 1la inferior o ' premigratoria

Todos estos procesos de migracidén y proliferacidn-

las primeras tres semanas postnatales en la rata,

‘alargarse

las células de la zona premigratoria comieﬂgaﬁ
lateralmente adquiriendo una forma de husobn Qipefdiendo su
capacidad mitotica (Altman, 1972 [B]). Posteriérmente estas
células comienzan a migrar, aunque no todas lo hacen al mismo
tiempo, este proceso dura aproximadamente 3 dias y en la mayoria
se inicia a partir del dia 6 postnatal, sin embargo algunas han
comenzado a migrar desde los primeros dias postnatales. Durante
la migracién estas células dejan sus axones en la capa molecular,
los cuales se extenderan a 1o largo de ésta , originando asi
las fibras paralelas. Algunas observaciones indican que existe un
gradiente de maduracién de las fibras paralelas, en el que las
fibras maduras se localizan en la parte baja de la capa
molecular, mientras que las inmaduras se mantienen en la parte
mas superior de esta capa (Burgone y Cambray-Deakin, 1988).

Las células granulares atraviesan toda la capa molecular
llegando hasta la capa granular en donde establecen los primeros
contactos sinapticos con las fibras musgosas apartir del dia 5
(Arsenio Nuriez y Sotelo, 1985), aunque esta sinapsis comienza a
ser funcional aproximadamente entre el dia 10 y 12 postnatal.
Después del dia 12 se realizan los contactos sindpticos entre las
células de Golgi y las granulares.

Durante la migracidn de las células granulares se ha observado

que se establece una estrecha relacién entre estas ceélulas y las
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éélﬁlas gliales de Bergmann, lo que ha permitido sugerir que las
célilas granulares migran a través de la capa molecular a lo largo
de los procesos de este tipo de glia (Rakic, 1971,1973). Cuando
se trata de observar la migracién de la células dgranulares en
ausencia de este tipo de glia, este fendémeno es factible que
llegue a realizarse, aunque con cierta dificultad, por lo que se
ha propuesto que la relacién entre 1la glia Yy estas neuronas
es de tipo fisica (Altman,1975 [C]).

La migracidén e incorporacién de las células granulares a sus
funciones neuronales tan especializadas de la corteza cerebelar
involucra una serie de procesos de reconocimiento quimico,
regulacién del crecimiento celular y establecimiento de

conexiones intercelulares (Ito, 1984).

NEUROQUIMICA DEL CEREBELO.

Algunas evidencias muestran que la mayoria de las neuronas del
cerebelo utilizan al &cido t amino butirico (GABA) como
neurotransmisor ( Células de Golgi, de Purkinje, en canasta y
estrelladas) ya gque se ha observado gue las respuestas
producidas por estas células pueden ser bloqueadas por la accién
de antagonistas especificos al receptor de GABA como lo es la
bicuculina. Ademas se ha demostrado que las células con las
que hacen contacto poseen numerosos receptores sinapticos a GABA
(Ito, 1984).

Por su parte las células granulares utilizan al acido glutamico
como neurotransmisor (Young et al., 1974, Hudson et al., 1976,

Hertz y Schousboe, 1987), se tienen evidencias de que el glutamato
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k‘aptésamés de cérebelo de rata, y que diqha
s deﬁéndieﬁfez de’' Ca++, antagonizada por Mg++ Yy '
;deépdlarizacién por K+ (Sandoval y Cotman,

e ',1;; ‘1982). Sin embargo ain no se conoce con
éertézéiéﬁglééigdﬁ'las vias metabdlicas involucradas en las
sinteéié? &éiriﬁrAnSmisor, mas adelante se hace referencia
sobré alguﬂos:de los posibles mecanismos involucrados en este
fenéﬁeho. Existen evidencias de gque parte de la poblacién de

lés fibras musgosas es colinérgica (Kasa y Silver 1969), sin
embargo una gran proporcién de esta libera 4dcido glutamico como
neurotransmisor (Somogi et al., 1986). De esta manera es que el
glutamato puede interactuar con los receptores a aminoacidos
excitadores que poseen las células granulares, entre los que se
incluyen los del tipo del N- metil-D aspartato(NMDA).

Las células granulares también reciben entradas sinapticas de
las ceélulas de Golgi, que liberan GABA induciendo una respuesta
inhibidora en las células granulares, se tienen evidencias de que
dicha influencia se manifiesta como una depresién de 1los
potenciales de campo registrados en los axones de las células
granulares, dicha accidén es antagonizada por picrotoxina y
bicuculina (Bisti et al., 1971).

Las células en canasta y estrelladas realizan sinapsis con
las células de Purkinje, las cuales reciben entradas excitadoras
de las fibras trepadoras provenientes de la oliva inferior, dicha
excitacién es mediada por Acido aspartico. El extenso arbol
dendritico de las células de Purkinje y de las de Golgi realiza

contactos con las fibras paralelas.
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éEﬁALES TROFICAS DURANTE EL DESARROLLO.

",Ul“la".»ide"tla preguntas centrales en la neurobiologia del
dés.é‘krrdllo es cémo las neuronas migran, adquieren su forma
;final y establecen contactos sinadpticos. Actualmente se sabe que
v_q.'ue existen algunos factores en el medio extracelular que
son liberados por las propias neuronas o por las células gliales,
que pueden ser determinantes para que se 1lleven a cabo los
procesos antes mencionados. Estas sustancias se les conoce como
factores troéficos y han sido identificados como aminoacidos,
proteinas, y algunos compuestos gue normalmente funcionan como
neurotransmisores.

El desarrollo de las células granulares puede ser modificado
por varios factores extrinsecos e intrinsecos, como 1la
desnutricién, el hipotiroidismo y agentes toéxicos. La deficiencia
nutricional reduce el numero de células granulares en
ratas hembras en un 20%, y en machos en un 10%, sin embargo el
nimero de células de Purkinje se mantiene constante en ambos
grupos (Hillman y Chen,1981).

El hipotiroidismo en ratas también produce efectos a nivel de
la proliferacién y la migracién de las células granulares, asi
como una reduccién en la longitud de las fibras paralelas, numero
de sinapsis y sobrevivencia de las células granulares (Crepel,
1974, 1975). Algunos de estos efectos gque se observan en
animales con hipotiroidismo es el incremento en la muerte de
células granulares, terminacioén prematura de la proliferacidn y
una aceleracién en la migracidén de dichas células. Tales efectos

sugieren que para que se lleve a cabo la diferenciacion de las
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ééluias granulares es necesaria‘la produccisn, de alégnésvhormonas
tiybﬁdeas como la T3 y T4 (Sarafian y Verity,'ibaﬁj,‘y Algunos
; réportes indican que en células granulares enrcﬁléivb crecidas en
suero careciente de hormonas tiroideas Y__alrkédicionar
posteriormente T3 y T4 se observa la estimulaéién 1# agregacién

celular, fasciculacién de neuritas y sobrevivencia,  lo cual

indica que estas hormonas tienen un efgctofén d fgfénciacién
aungue se requiere un factor adicional qué‘s : '
suero. (Sarafian y Verity, 1986). v L
otros estudios indican que cultivbs: e 'células granulares
requieren para sobrevivir un medio quimicamente definido
suplementado con insulina, aunque no se conoce si la insulina
actua como un factor de crecimiento o ejerce una accidén similar a
la de un factor de crecimiento aun no identificado (Huck, 1983).

Se sabe que el incremento en la concentracidén de potasio puede
aumentar la sobrevivencia de algunos tipos neuronales en cultivo
(Scott, 1971, 1977; Lasher y Zagon, 1972; Bennett y White, 1981),
asi como la maduracidén de células granulares del cerebelo
(Balazs, 1988; Balazs, Gallo y Kinsbury, 1988 , Moran y Patel,
1989) .

Estudios recientes han demostrado que la despolarizacién por
potasio en células granulares provoca un incremento en la
actividad de la glutaminasa activada por fosfato, la cual es una
enzima que esta involucrada en la sintesis de acido glutamico que
es utilizado como neurotransmisor (Moran y Patel, 1989)

Se ha propuesto gque algunos compuestos que normalmente

funcionan como neurotransmisor actuian también como factores
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tréficos, tal es el caso del GABA ya que estiﬁula el-crecimiéhtd
de neuritas y agregaciéh dé‘células granulares (Hahseﬂ, éﬁ 51,
' 1984), aungue estos efectos no han sido observados "in inq".

Se tienen evidencias de gque la estimulacién del receptor tipo
NMDA promueve la sobrevivencia de estas células mediada por una
despolarizacién ocacionada por glutamato "in vivo" o por K+ "in
vitro" (Balazs and Jorgensen, 1990, Bdalazs et al 1988).

Lo anterior parece indicar que estos receptores juegan un papel
importante durante el desarrollo, ya que se ha observado que si
estos receptores son estimulados tempranamente, las células
granulares muestran un crecimiento mayor de dendritas, el cual
puede ser inhibido por la presencia de antagonistas especificos
a NMDA como el 2-amino~5-fosfonovalerato (APV), estas evidencias
sugieren que el glutamato que es liberado normalmente estimula
el crecimiento de neuritas (Pearce,et al., 1987).

Se ha observado que en algunas Aareas del sistema nervioso
existe un incremento en la densidad de los receptores a NMDA en
estadios tempranos del desarrollo, lo cual hace pensar que
participan en algunos de los fendémenos que estan ocurriendo en
las neuronas durante el periodo de diferenciacién (Balazs, 1988).

Algunos estudios muestran un crecimiento temprano de neuritas
en células granulares en cultivo, lo cual ocurre después de las
primeras horas "in vitro" (Pearce et al., 1987). Este efecto se
puede estimular si se adicionan al medio de cultive agonistas al
receptor NMDA; de esta manera se observa un crecimiento mayor de
neuritas vy como ya se menciondé, también se promueve la

sobrevivencia neuronal. Por otro lado si se adicionan enzimas
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capaces de metabolizar al glutamato,el crecimiento se inhibe dé
manera muy similar a lo que ocurre en presencia de APV.

Otros estudios en neuronas de retina de rana en. desarrollo
muestran resultados muy similares, ya que la activacidn de los
receptores a NMDA promueve un mayor desarrollo del arbol
dendritico,lo cual es inhibido en presencia de antagonistas como
el APV o el MK-801 (Hollis y Constantine-Paton).

Los resultados antes mencionados sugieren que la activacidn de
los receptores a NMDA durante las primeras etapas del desarrollo
promueve un crecimiento de neuritas en algunos tipos neuronales.

Sin embargo este comportamiento no es muy comun para la mayoria
de 1las células gque presentan receptores a aminoacidos
excitadores, ya gue como se expondra mas adelante existen
numerosas evidencias que indican que tanto "in vivo" como "in
vitro'los aminoacidos excitadores pueden ejercer un efecto tdxico.

Basados en los estudios de Garthwaite se concluyé que
dependiendo de la etapa del desarrollo de las ceélulas granulares
la activacién del receptor a NMDA puede inducir o no dafio celular
(Garthwaite et al., 1986, 1987), por lo tanto la influencia
trofica de la estimulacién del receptor a NMDA es un evento
temporal durante la vida de las células granulares y que solo se
manifiesta durante el periodo inicial del desarrollo de estas
células.

AMINOACIDOS EXCITADORES.

Se sabe due los principales aminoacidos excitadores son L-

glutamico y L-aspartico, y que parecen ser los neurotransmisores
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mis ampliamente distribuidos en el sistema ‘nervioso ‘central de

mamifero (Fonnum,1984).

Los Aacidos glutamico y aspartico ejercen una accicn. excitadora
practicamente con casi todas las neuronas con las que entran en
contacto. La excitacién inducida por el glutamato es
extraordinariamente grande, instantanea y de rapida terminaciédn,
lo cual va acompanado por una caida en la resistencia de 1la
membrana, un incremento en la entrada de sodio y otros iones
permeables; dicha respuesta no puede ser mediada por los canales
de sodio responsables de propagar el potencial de accidén,ya que
el efecto no se bloquea con tetrodotoxina (Zieglgasberg y Puil,
1973).

En casi todos los aspectos el L-aspartico provoca un efecto
similar a la accién del L-glutamico, aunque este es menos potente.
METABOLISMO.

Ambos aminoacidos glutdmico y aspartico se consideran no
esenciales y son sintetizados apartir de glucosa y otros
precursores del ciclo de Krebs por reacciones de transaminacioén

(Figura 1b ).
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Oxaloacetato

Malato transaminasa

Fumarato-

_L-aspartico

Succinato. .
“ Skuc"dihj.i-‘(.:ol-\-' y

FIGURA 1b.Los intermediarios del ciclo de Krebs intervienen en la
formacién de L-Glutamatoy L- Aspartato ‘mediante  reacciones de
transaminacidn. :

Las células gliales tienen la capacidad de capturar, y
convertir parte del glutamato liberado como neurotrasmisor en
glutamina a través de la glutamino Sintetasa. La glutamina que se
forma por medio de este proceso puede ser transferida a las
neuronas donde sera nuevamente transformada en glutamico, este

proceso se lleva a cabo a través de la glutaminasa activada por
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fosfato (GAF), (Hamberger et 31, 197§;'§étéivé£'§if_i?sé).:

NH2 . Glutamino

HOOCCH2CH2CHCOOH + NH3 + ATP —=-==—=-
NH2 . “sintetasa
Acido Glutamico .

NH2 :
H2NOCCH2CH2CHCOOH + ADP + Pi '

Glutamina
NH2

H2NOCCH2CH2CHCOOH +H20
: Glutamina

NH2

_HOOCCH2CH2CHCOOH + NH3

Acido Glutamico

Se ha observado que para la GAF existen cambios en relacidén a
su actividad durante el desarrollo, lo cual se relaciona con 1la
diferenciacién de las neuronas y establecimiento de vias
glutamatérgicas, debido a esto se le ha considerado como un
marcador del desarrollo de células que utilizan al glutdamico como
neurotransmisor (Patel et al.,1987).

Existen otras vias a través de las cuales se puede sintetizar
este transmisor, una de las cuales es por 1la incorporacién de
Nitrogeno al a-cetoglutarato via la deshidrogenasa del &cido
glutamico (DAG) :

HOOCCH2CH2COCOOH + NH4 + DPNH ~===—ew—cae- >
a-Cetoglutarato
NH2

HOOCCH2CH2CHCOOH + DPN + H20
Acido Glutamico
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Estudios’inmunbhistbquimicosfﬁén péfmiﬁiqé'

aspartato amirio transferasa (AAT) es‘una enzim

estructuras glutamaterglcas (Altschuleryit al,
al, '1986), sin em.bargo ex:Lste poca 1nformac1on ,—;acerca de 1a :
importancia funcional para las neuronas glutamaterglcas respecto‘

a esta enzima.

Algunos estudios proponen que 1la . AAT es la en21mavpr1nc1pa1
para la sintesis del glutamico (Hertz y 5chousboe, 1987), aunque

recientemente se ha propuesto que tanto la: AAT como la: PAG actﬁan

de manera sinérgica para 1llevar a 51nte515 del

transmisor, de tal modo . que _1aj~'Al e‘ una enzxma

dependeria de la otra (Cuadxdfj)}

L-Aspartato + = a-cetdglutarato Oxaloacetato’

L-Glutamico.

E GIQéoge
X e ‘ VORI B R
. : : 1
. \ (:
: 2 CAA—MAL MAL—OAA ,' Acsty|COA
LGy Gly~e- = -~ -2 ~
—n SSTES oAKG «KG AAT § GLDH o+
_NH,
Asp - Asp g 5
Glu
GAF
Gin
o KG Gin

- Vias alternativas de sintesis de glutamato, a partir de glutamina
mediada por la enzima GAF y a partir de a-CG por la AAT.
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RECEPTORES SINAPTICOS.

Se han propuesto al menos Einco\tipos de receptores a
aminodcidos excitadores de acuerdo a la sensibilidad
farmacolégica: NMDA, AMPA (A), Kainato (K), OQuiscualato (Q) Yy
LAP4. Estas cinco clases de receptores han sido caracterizadas
de manera electrofisioldégica, bioquimica y anatdmica. Las
respuestas gue genera la estimulacién de cada receptor es
diferente debido a las caracteristicas moleculares gue poseen, lo
cual refleja también diferentes sensibilidades farmacoldgicas.

En general este es un buen punto de partida para poder
distinguir a un receptor de otro, sin embargo aun no se conocen
antagonistas especificos que permitan distinguir las respuestas
del receptor tipo K y Q , aunque se sabe que este utltimo esta
acoplado a un sistema de segundos mensajeros. Debido a que en
ocasiones se dificulta el poder distinguir estos cuatro tipos con
el del NMDA dgeneralmente se hace referencia a los receptores
tipo NMDA y no NMDA.

Se ha propuesto que los receptores tipo NMDA, K y Q pertenecen
a un mismo complejo molecular (Jahr y Stevens, 1987; Cull-Candy
y Usowicz, 1987), pero algunos estudios electrofisioldgicos y de
binding sugieren que son entidades moleculares separadas (Cull-
Candy et al., 1988; Ascher y Nowak, 1988), por otro lado también

se sabe gque el RNAm se codifica por separado para cada tipo de

receptor (Kushner, et al., 1988).
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CUADRO # 4, RECEPTORES A AMINOACIDOS. EXCITADORES.

AGONISTAS -~ NMDA K

Especificos N-Methil-D-as- Ac.Kainidﬁ Ac.Quiscudlico Ac.Lfi?AMPA

partico.. . Ac.Doméico AP4

Endégenos L—éluﬁaﬁico;L—aspértico,L;CSA}L4CA CSA, L-HCA, QUIN

Potenciadores

~Glicina,D-Serina. .

ANTAGONISTAS . CNQX 'y ‘DNOX

Competitivos CPP
D-APS5
D-AP7

No competitivos
Mg++
MK-801
PCP
Ketamina

Del sitio a 7-Cl-Kyn

glicina HA-966
Como se puede observar el cuadro 4 el receptor mejor
caracterizado es el del tipo NMDA. Dicho receptor se encuentra
acoplado a un canal idnico, que es permeable ademas del Na+ y K+

al Ca++, lo cual constituye una caracteristica unica entre los
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vreqepto?éstsihépticdsf(Ascher y Nowak, 1987; Mac Dermott y Dale,

acﬁivadién de dicho canal es dependiente de voltaje,

' éé£6f$é;§é§é>é un blogqueo por Mg++ que se presenta cerca del
pdfé&éiéibdé reposo de la célula (Mayer y Westbrook, 1987).

Los receptores a NMDA se encuentran acoplados a otros sistemas
de regulacion, ya que se ha descrito que en este receptor existe
un sitio para la glicina, dicho aminoacido es indispensable para
' la activacién basal del receptor, sin embargo, en concentraciones
micromolares es capaz de provocar un incremento o potenciacidn
de la respuesta inducida ya sea por NMDA u otro agonista (Johnson
y Ascher, 1987; Patel, et al 1990).

La accidén inducida por glutamato sobre el receptor a NMDA puede
ser antagonizada selectivamente, ya sea competitivamente por el
2-amino-5-fosfonovalerato (APV), o no competitivamente por drogas
como el MK-801.

En el caso de los receptores no NMDA, como ya se, mencind pueden
activarse preferencialmente por &cido Kainico o Quiscualico. Se
sabe que el glutamato en combinacién con el Zinc pueden producir
una respuesta aproximada a la inducida por el agonista de
receptor Q (Peters et al.,1987), dicho receptor estd ligado a un
sistema de segundos mensajeros, logrando asi una movilizacién de
Ca++ y como consecuencia la activacidén de una proteina cinasa
(Sugiyama et al., 1987). Las respuestas inducidas por este
receptor pueden ser potenciadas por 2n++ y antagonizadas por
compuestos como GAMS y CNQX. Por otro lado el receptor tipo A

es capdz de producir respuestas rapidas debidas a la activacién
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de/cbrriénteé de Na+ (Cull-candy et al., 1988).

. Por ultimo el receptor a Kainato induce respuestas en las dque
se genera una activacién de canales de Na+ (Ascher y Nowak, 1988)
sin embargo parece que el Zn++ no es capaz de potenciar la

respuesta para este tipo de receptor.

NEUROTOXICIDAD.

Se sabe que el glutamato al activar los receptores a NMDA puede
actuar como un potente agente neurotéxico, sin embargo las
observaciones "in vivo" de este fendmeno se dificultan, ya que se
enmascaran debido a la eficiencia de los sistemas de captura del
glutamico del espacio extracelular (Schousboe, 1981), debido a
esto 1la toxicidad del glutamato se puede demostrar mas
directamente en cultivos celulares, de esta manera una exposicién
de 5 min con 100 um de glutamico puede producir un gran dafio en
neuronas corticales (Choi et al.,1987). Las observaciones "in
vitro" indican que la toxicidad producida por el glutamato tiene
dos componentes, el primero ocasionado por un hinchamiento agudo
de las neuronas y que depende de una entrada de Na+ y Cl-
acompafiado de agua, (Rothman,1985, Choi,1987). El1 segundo
componente depende de Ca++ extracelular el cual puede ocasionar
graves dafios debido a una entrada masiva de este ién, lo que
resultaria en una degeneracién neuronal (Choi, 1987).

Las razones por las que el Ca++ puede ocasionar estos dafios son

miltiples, entre las gque se pueden mencionar la activacién
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de préfeasas, fosforilasas, deshidrogenasas y otros sistemas
enzimaticos que pueden ocasionar graves dafos en la célula como
son la ruptura de membranas celulares, degradacidén de proteinas
que constituyen al citoesqueleto, y activacién de otros sistemas
enzimaticos capaces de ocasionar reacciones que llevaran a la
célula a la muerte.

Lo anterior indica que el receptor a NMDA juega un papel clave
en los fendmenos de toxicidad ya que, como se menciond.
anteriormente, es el unico receptor a aminodcidos excitadorés que
permite la entrada de Ca++ a través de su canal.

Un gran numero de enfermedades de SN conocidas como
degenerativas se han relacionado con muerte neuronal, asociada a
un efecto neurotdxico de los aminodcidos excitadores.

Algunas de estas enfermedades degenerativas estan asociadas con
altos niveles de aminodcidos excitadores en el plasma, debido a
deficiencias en los mecanismos enzimaticos de degradacidén de
estos aminoacidos (Plaitakis et al., 1982), tales deficiencias
traen como consecuencia un deterioro progresivo de estructuras
como el cerebelo y funcionamiento del sistema motor.

E1l mal de Huntington es una patologia que se puede relacionar
con la toxicidad inducida por aminoacidos excitadores, en este
caso los pacientes manifiestan un funcionamiento normal del SN,
hasta que en la etapa adulta desarrollan una enfermedad en la gque
presentan movimientos involuntarios y disfunciones mentales, en
este caso se ha observado una pérdida de neuronas estriatales.

Muchas de las caracteristicas morfoldgicas y neuroquimicas del
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mal de Huntington se pueden reproducir experimentalmente en
animales. tratados con inyecciones de Kainato, glutamato o

. ‘quinolato en el estriado.

OBJETIVOS.

En el presente trabajo se probaron el efecto del K+ y de»i
agonistas y antagonistas de los receptores tipo NMDA y no.NMb§, '
sobre la actividad de la glutaminasa activada por fosfato, cohd'f

un indicador de la diferenciacién bioquimica de las céluié$i7

granulares, ya que se pretende hacer una descripceidén

farmacolégica mas amplia de este fendmeno, y conocer si "in vivo"
se observa un efecto semejante al observado "in vitro" en
relacién a la actividad de esta enzima. Con el propésito de saber
si los tratamientos "in vivo" y en 1los cultivos alteraban la
actividad de otras enzimas, se llevaron a cabo mediciones de la

actividad de la LDH como un indicador general del metabolismo.

METODOLOGIA.

La obtencidén de los cultivos primarios de células granulares se
llevé a cabo mediante la técnica descrita por Patel y Hunt
(1985), Moran y Patel (1989), a partir de ratas Wistar de 8 dias
postnatales, y que consiste en la disociacién de las ceélulas

mecanicamente y con tripsina (0.025%).

E1l medio de cultivo utilizado fué un medio basal Eagle
suplementado con suero fetal de bovino al 10% (Microlab),

glutamina 2mM, penicilina 50 U/ml, y 50 ug/ml de estreptomocina.
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Las  células granulares se sembraron en cajas de petr"

‘de dlametro tratadas previamente con poll L—1151n

densidad de 1.5 millones/ml; 20 horas después;sg,;
citosina arabinosa 10 uM. ':>> :

Las cajas de petri se mantuvieron en una ’incﬁbéVoran
una atmésfera de 95% de CO2, 5% de aire. : =

A los 2 dias in vitro (DIV) las células  fueron trataaa;,dén‘los
agonistas y antagonistas de los aminoacidos ekciﬁa&ores, dicho’
tratamiento se aplicd durante 72 h, posteriormenté las células
se lavaron con un amortiguador de fosfatos 10 mM y se congelaron
a -70°C.

En el caso de los experimentos "in vivo" se utilizaron ratas de
9,12, 15, 19 y 25 dias de nacidas a las cuales se les aplicé una
kinYeddiéh intraperitoneal durante 3 dias con los siguientes
farmacos: ‘

NMDA 5 mg/Kg

APV 60 mg/Kg

MK-801 0.1 y 1 mg/Kg

CPP 2.5 mg/Kg

Al cuarto dia de tratamiento las ratas fueron sacrificadas por
decapitacidn, parte del cerebelo se fijé en formol salino para
estudios histoldégicos y el resto del tejido se utilizé para
realizar los estudios bioquimicos. Los homogenados se prepararon
en un amortiguador de imidazol 10 mM pH 7.2, finalmente el tejido

se congeld a ~70 y °C.
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Para llevar a cabo la medicién de la actividad de la GAF’y’dé
la LDH los cultivos se descongelaron y se resuspendieron en 200vﬁ1’.
de amortiguador de imidazol. Tanto para los experimentos "in vitro"
como "in vivo" las muestras se sonicaron durante 5 segundos. ’

Para medir la actividad de la GAF se utilizoé la técnica descrita
por Kvamme y Olsen 1980, para lo cual se requirié de las siguientes ~f
soluciones:

AMORTIGUADOR

Na(PO4) 20 mM

Nacl 90 mM

KC1l 56 mM

Manitol 100 mM

Sacarosa 30 mM

HEPES 4 mM

MgCl2 5 mM

Para obtener la mezcla de ensayo a este amortiguador se le adicionéd:
Oligomicina 200 ug/ml

Antimicina 12 ug/ml

Glutamina 0.46 mM

U~C-14 Glutamina 50 uCi/ml

PROCEDIMIENTO

A 80 ul de mezcla de ensayo se le adiciond 20 ul de tejido y se
incubdé durante 20 min a 37 °C. Posteriormente se le adiciond 1 ml
de agua fria e inmediatamente la muestra se hizo pasar por una
columna de intercambio idnico la cual se lavé con 5ml de agua,

6 ml de acido acético 0.005 M y 6 ml de acido acético 0.5 M. De
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vesﬁe ultimo lavadbisérféméil ml al qﬁé se le adiciond 10 ml de
‘liquido dé dentelleo;'fihéimente para determinar 1la cahtidad de
gluﬁamatd radiactivo la muestra se contd en un contador de
centelleo. La actividad se expresé como nmolas / h / mg de
proteina.

Para determinar la actividad de la LDH se utilizé la técnica
descrita por Bergmeyer H-U, Bernt E, Hess B. (1968).
Soluciones:
Amortiguador de fosfato de potasio 0.05 M pH 7.5
Piruvato de Sodic 20 mM R C
NADH 9.4 mM
PROCEDIMIENTO

La actividad de la LDH se midié como un decremento en la
densidad 6ptica a 340 nm como resultado de la oxidacién del NADH
con el piruvato como sustrato. Se utilizaron 1.4 ml de
amortiguador de fosfatos , 25 ul de la solucién de NADH, 20 ul de
tejido y 25 ul de la solucién de piruvato. La reaccién se
siguié durante 1 min, los resultados se expresaron como umolas de

lactato producidas /mg de proteina.
Lactato + NAD ~=—==~== > Piruvato + NADH + H+

La determinacidén de proteina se llevée a cabo mediante 1la

técnica de Lowry et al., (1951).
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RESULTADOS .

EFECTO DEL K+ Y NMDA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA GAF "IN VITRO";
En estudios anteriores se demostré que cultivos primarios de
células granulares de cerebelo de rata tratados con K+ o NMDA
durante 48 - 72 h incrementan especificamente la actividad de
la GAF (Moran y Patel,1989). En este trabajo se corroboraron
tales resultados, como se muestra en la tabla I. La presencia de
K+ 40mM o NMDA 150uM aumentdé significativamente la actividad de
la GAF en aproximadamente 75% respecto al control. El tratamiento
con K+ o NMDA no afectd de manera sustancial la concentracidn de

proteina.

TABLA I

Efecto  del K+ 'y .del NMDA ‘sobre’ la’ acti

lulas:granulares en cul

e ; ACTIVIDAD
:CONDICIO! 2l (nmol/h/mg prot)
‘control 28.79 £ 2.4 - 142 + 3.8
K+ 40mM 79.94 % 6.72. % . 148 %.2.6 .
NMDA 150uM 82.70 % '2.60 % 156 * 2.8

Las células se sembraron en un medio Eagle suplementado con 10%
de suero fetal bovino y K+ 10mM. Los tratamientos se aplicaron
durante 72 hrs. Los valores mostrados son el promedio de 4
experimentos * desviacidén estandar. * P< 0.001 T de Student.
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‘Efecto del K+ y del NMDA sobre la morfologia de las células .

granulares.

Ei'traﬁamiénto ;bn K+ y NMDA (Figura 2) tiene un efecfo ﬂotable
tahto en ia .morfologia como en incremento de la sobrevivencia
de las céluias granulares cultivadas por tiempos largos ( > 10
DIV) . A tiempos mas cortos (alrededor de 5 DIV), las células
tratadas con K+ 40mM bajo microscopia de luz muestran un mayor
desarrollo de prolongaciones citoplasmaticas, incrementandose
tanto en numero como en grosor. En lo que se refiere al soma
este se observa mas oscuro que los controles. En el caso de las
células tratadas con NMDA presentan el mismo fendmeno de
desarrollo de las prolongaciones que en presencia de K+, aungque
en este caso se observa una formacién mayor de cumulos de células

que las tratadas con K+.
Efecto del NMDA y K+ sobre la actividad de la LDH "in vitro".

Con la finalidad de conocer si los efectos inducidos por el

NMDA y K+ son especificos para la GAF o involucran una
activacién del metabolismo general de la célula, se llevaron a
cabo mediciones de la actividad de 1la lactato deshidrogenasa
(LDH), en presencia de K+ y NMDA. Como se muestra en la tabla II
estos tratamientos no afectan de manera significativa la

actividad de la LDH.
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Figura 2
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TABLA II

. Efecto del K+ y del NMDA sobre la acfividad:de;ié LDH

"“’en células granulares.

e ACTIVIDAD .

~CONDICION (umol / h / mg prot)
control 49.9 %4
K+ 40 mM 45.8 +74.3"
NMDA 150uM 47.3 * 3.7

Las células se cultivaron durante 5 DIV en un medio basal Eagle
suplementado con 10% de suero fetal de bovino, el tratamiento se
aplicé durante los ultimos 3 DIV. Los valores de actividad son el
promedio de tres experimentos * desviacién estandar. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos control y
experimentales.

Efecto de agonistas a aminodcidos excitadores sobre la actividad

de la GAF in vitro.

Con el fin de analizar si el efecto observado por accidn del
NMDA sobre la actividad de la GAF también se presentaba ante la
estimulacién de los diferentes subtipos de receptores a
aminodcidos excitadores se estudié el efecto de agonistas a los
receptores del tipo Kainato, Quiscualatoc y NMDA.

Cuando los cultivos se trataron por 72 h con acido quinolinico
(250 y 500uM), un posible agonista de los receptores del NMDA,
se observé un incremento en la actividad de 1la GAF de

aproximadamente 200% con respecto al control y similar a lo
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’obséryédéw para- el 'K+ (40mM) (Gréficé “1). Sin embargo a
conééﬁﬁfaqioﬁes mayores (1mM) la éctividad séio aumenté un 33%
'sqbfé,éi'¢ontrol. Cuando se probo écid§ Quinolinico 250uM junto
cdh'?K+ 4de no se observé un efecﬁo aditiVo, sugiriendo un
. mecanismo siﬁilar de accidn. 7
Las células tratadas con acido‘lQuinolinico ‘250 y 500uM
" mostraron un desarrollo -notable ~de ' las prolongaciones
observandose una mayor c&ﬁtidad Yy grosor de las neuritas con
respecto al control. Pof"ogro 1éd6 el tratamiento con &cido
Quinolinico 1mM dié como resaitédé un‘baérén mérfolégico similar
al observado en las células control, en el gue se distinguen los
somas brillantes y un numero menor tanto de células como de
prolongaciones.

El tratamiento con acido Kainico (10uM), un agonista
de los receptores no NMDA, incrementdé la actividad de la GAF un
poco mas de dos veces (Grafica 2), pero a mayores
concentraciones, (100uM) la actividad no presentd cambios
significativos con respecto al control. Las células tratadas con
Kainato 10uM presentaron axones mas gruesos y en mayor numero que
las tratadas con 100uM, ya que en este caso el desarrollo de
prolongaciones fue escaso.

Cuando se probaron otros farmacos como el AMPA y el ULAP4,
agonistas del receptor de Q y LAP4 respectivamente en una
concentracién de 10 y 100uM se produjo un incremento en la
actividad de la GAF de entre dos y tres veces (Grafica 3).

El seguimiento morfoldgico mostré la presencia de axones mucho
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. GRAFICA 1 '

Efecto del K+ y del acido quinolinico sobre la actividad de la GAF.
Los tratamientos se aplicaron durante 3 dias con las
concentraciones senaladas.  *P<0.001, #**P<0.01 (Prueba t de

Student) .
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El incremento en la actividad  de ' la GAF es estadisticamente
significativo tanto para K+ 40mM como para Kainato 10uM. Cada barra

representa un total de tres experimentos. *P<0.001
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GRAFICA 3 g :
Efecto del AMPA y LAP4 sobre. la -acti_\'/i‘:ia'd‘-': de la glutaminasa
(nmol/h/mg prot). Las células ' 7 fueron ’.t;:'a’tadas con las
concentraciones indicadas durante 72 h *P<0k.0kdl’ cuando se compara

cada barra con respecto al ‘control.

42



mds desarrollados en grosor con respectb.a1 "§dﬁﬁrQl'¢uanao,sev
utilizaron estos dos agonistas. ‘ ]

Dado que el receptor a NMDA posee uh:Sitid modulado por
Glicina, se traté de probar la participacién de este aminoacido
sobre el efecto inducido por el NMDA utilizando un antagonista
especifico como el HA966. Los resultados nos muestran que el HA-
966 (50uM) no tiene influencia sobre la actividad contrel de 1la
GAF ni modifica el efecto inducido por el NMDA (Grafica 4). En
este caso las células no mostraron dgrandes difergnciaé'

morfolégicas con respecto al control.

Dependencia de la sintesis de RNA y.proteiﬁaé
respuesta inducida por NMDA "in vit

El incremento en la actividad de 1la: GAF lnducldo .
(150uM) se estudid en presencia de c1cloheximida y actlnomlclna
drogas gque inhiben 1la sintesis de proteinas 'y de RNA
respectivamente.

Cuando se adiciond al medio de cultivo cicloheximida (1 ug/ml)
por 48 hrs se bloqued el efecto del NMDA. De la misma manera
dicho efecto se inhibid al tratar a las células con 0.1 ug/ml de
actinomicina durante 48 hrs. Tanto la cicloheximida como la
actinomicina solas no afectaron significativamente la actividad
de la GAF con respecto al control (Grafica 5). Las observaciones
morfoldégicas coincidieron con los resultados bioquimicos, ya que
con ambas drogas las células mostraron un escaso desarrollo de
prolongaciones asi como la formacidén de pequefios cumulos de

células cuyos somas se observaron muy brillantes.
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GRAFICA 4

Efecto del NMDA y del HA966 sobre la actividad de la GAF "in
vitro". Los cultivos fueron tratadosv con las concentraciones
indicadas durante los ultimos 3 DIV. *P<0.001 al comparar contra

el control.
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GRAFICA 5

Efecto del NMDA, actinomicina y cicloheximida sobre la actividad de
la glutaminasa. Los resultados se expresan como actividad

(nmol/h/mg prot) *P<0.001 al aplicar la prueba de t de student.
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. Efectos de

Cén el fin de pfbbar si los fendmenos obse:ﬁédqéﬁeﬂ_él*c@ltivo
éran capaces de reproducirse "in vivo" se ‘htilizérah”kdrogas que
interactuan con el receptor NMDA, para lo cual_las‘ratas fueron
tratadas durante los primeros dias del desarrollo.del cerebelo.
Los tratamientos se llevaron a cabo durante tres dias con una
inyeccidén intraperitoneal del farmaco, al cuarto dia los animales
fueron sacrificados. El tratamiento con MK801 (0.1 mg/Kg) un
antagonista no competitivo del receptor NMDA, resulté en un
decremento en la actividad de la GAF de hasta un 40% a 1los
11,12,14 y 15 dias de edad con respecto al control, sin embargo
-dichos cambios no se observan a los 9,19 y 25 dias de edad
(Grafica 6).

La presencié de APV . (60mg/Kg) otro antaéonista de tipo
competitivo, a las edades estudiadas no ocasiondé cambios en la
actividad de la GAF, mientras gque el NMDA (5mg/Kg) indujo un
incremento significativo de dicha actividad unicamente a los 12
dias (Grafica 7).

Finalmente, otro antagonista de tipo competitivo CPP (2.2 mg/Kg)
ocasioné un decremento de hasta el 50% a los 11 y 12 dias
posnatales con respecto al control, los tratamientos a los 9 y 14
dias no mostraron diferencias con respecto al control (Grafica 8).

Con objeto conocer si los efectos observados eran especificos
para la GAF o invulucraban al metabolismo general de las

células se llevaron a cabo mediciones de la actividad de la LDH

46



Efzcts del MK—831 sobre'la cctividad de la GAF
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GRAFICA 6

Efecto del MK-801 a los 9,11,12,14,15,19 y 25 dias de edad sobre la

actividad de la glutaminasa en presencia de 20mM de fosfato. El

farmaco se aplico intraperitonealmente durante tres dias.

*P<0.001 (Prueba de t de student).
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Efecto del NMDA y del APV sobre la actividad
de la GAF In vivo

o~ o APV (80 mg/Kq)

1501 o0—0oNMDA (5mg/kg)

3 'Euo- \./«é\/ -
il
LA

O 15 35 7 9 & 23 25 27
Edad (dics)

GRAFICA 7

El incremento en la actividad de 1la GAF solo se presenta con
NMDA a los 12 dias postnatales lo cual no ocurre a otras edades o
en presencia de APV, 1los resultados se expresan como % del

control. *P<0.001
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“-Efecto del CFP sobre o dctividad de fo GAF
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GRAFICA 8

Efecto del CPP en ratas de 9,11,12, y 14:dias'deﬁedad tratadas por .
tres dias con una dosis de 2.2 mg/kg. *P<0.001 ai compérér contra

el control con una prueba de t de student..
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' GRAFICA 9

Actividad de la LDH (umol/h/mgprot) a distintas edades bajo la
presencia de NMDA, APV y MK-801 administrados sistémicamente
durante tres dias, las concentraciones utilizadas se muestran en la

figura.
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bajo las distintas condiciones, y como muestra la grafica 9 no
encontramos diferencias significativas con respecto al control a

ninguna de las edades estudiadas.

DISCUSION.
Efectos "in vitro" sobre la actividad de ‘la GAF.

En el presente trabajo se estudié el efecto de agonisﬁas y
antagonistas de los receptores a aminodcidos excitadores sobre la
actividad de la GAF, como un indice de maduracioén bioquimica de
las células granulares del cerebelo. Este estudio se llevd a
cabo en cultivos neuronales asi como preparaciones "“in vivo".

Durante los procesos de diferenciacioén celular se llevan a
cabo una serie de fendmenos que involucran la activacioén de
ciertos genes cuyos productos son determinantes para iniciar
los procesos de diferenciacién, entre los gue se encuentra el
establecimiento de vias metabdlicas gque seran claves para
determinar el fenotipo de 1la célula, dandole caracteristicas
exclusivas que permitiran distinguir a un tipo celular de otro.

Se tienen evidencias de que las células granulares del cerebelo
son glutamatérgicas y gque poseen receptores a aminodacidos
excitadores (Fonnum , 1984; Garthwaite y Balazs ,1981).

Estudios anteriores demostraron gque la actividad de la GAF
es determinante en la sintesis de glutamato que sera utilizado
como neurotransmisor (Bradford , et al., 1978 ; Hamberger et

al.,1979; Patel et al., 1982) y que cambios en la actividad de
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'1éétagengiﬁé sévrglaéiqnanicﬁn la formacién de ciertas vias en el

:Sht(éétéi’éfral.;19§7f; Eétudios inmunocitoquimicos sugieren que
'eﬁisfe kﬁna estrecha éoréélacién entre 1la distribucién de las
néuronaé que utilizan aminodcidos excitadores como
neurotransmisor y la de la inmumoreactividad a la glutaminasa en
distintas preparaciones del SNC (Altschuler et al., 1981:
Wenthold et al., 1986). .

Una serie de estudios demostraron que tanto la activacidén del
receptor NMDA como la despolarizacion por K+ promovian 1la
sobrevivencia de cultivos de células granulares (Balazs 1988) y
que estas mismas condiciones 1llevan a un incremento en la
actividad de la GAF (Moran y Patel, 1988). En este trabajo se
corroboraron los efectos inducidos por el NMDA y K+ en
cultivos primarios de células granulares de cerebelo sobre la
actividad de la GAF y sobre la morfologia de estas células. El
NMDA 150uM y K+ 40mM incrementaron la actividad de la GAF hasta
casi tres veces, sin que estos tratamientos ocasionaran cambios
significativos en la actividad de la LDH, una enzima relacionada
con el metabolismo general, lo cual indica que el efecto
observado es especifico para la GAF. Como se puede observar en la
tabla I los tratamientos con NMDA y K no indujeron un cambio
importante sobre la cantidad de proteina presente en los
cultivos.

Por otro lado se sabe que el Ca++ Jjuega un papel importante
en muchas de las funciones celulares como el movimiento celular,

mitosis, secrecidn, endocitosis, transmicidén sindptica,
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contraccién e intermediario del metabolismo entre otras funciones.

Se sabe gque los canales acoplados al receptor tipo NMDA son
permeables a Ca++, y que al ser activados ocasionan un incremento
en los niveles de Ca++ intracelular (Mac Dermott et al.,1986).
Estudios electrofisiolégicos indican que existe una poblacién de
canales de Ca++ sensibles a voltaje (CCSV) en las células
granulares que bajo condiciones despolarizantes como X+ 40mM
permiten una entrada masiva de Ca++ (Kingsbury y Baldazs 1987). El
Ca++ es capaz de inducir cambios metabdlicos bioquimicos gque
podran participar en los procesos de diferenciacién de la célula,
entre los que se encuentra la activacion de ciertas enzimas
involucradas en 1la sintesis del transmisor como la GAF.
Recientemente se demostroé que la diferenciacién bioquimica de las
células granulares, medida como la actividad de la GAF es
dependiente de un incremento intracelular de Ca++ ocasionado por
un aumento en la conductancia a este ién por activacién del
receptor NMDA (Moran y Patel, 1989.)

Como ya se mencioné anteriormente los receptores a aminoacidos
excitadores se pueden caracterizar de acuerdo a distintas
sensibilidades farmacoldgicas y respuestas producidas por cada
uno, de tal forma se reconocen cinco tipos quiscualato (Q),
kainato (K), AMPA, LAP4 y NMDA. Con exepcidn del de tipo Q que es
metabotrdpico, el resto presenta un canal idénico permeable a Na+
Yy K+.

Con la finalidad de conocer si el fendmeno observado con NMDA

en relacién al incremento en la actividad de la GAF, era
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exclusivamente mediado por este tipo de receptor, se decidis
probar otros tipos de receptores a aminodcidos excitadores.

Los tratamientos con acido quinolinico (250, 500uM y 1 mM)
'indujeron un incremento en la actividad de la GAF de casi tres
~yecés. Dicho compuesto interactia con receptores a aminodcidos
éicitadores preferencialmente con el del NMDA (Stone y Perkins,
1953), ademds se ha sugerido que este compuesto podria ser uno
uae-los ligandos enddgenos capdaz de mediar la excitacidén de
algunos tipos neuronales del SNC (Stone y Perkins, 1981).

Estudios de unién al receptor sindptico indican que en otras
regiones del SN como en la corteza cerebral el quinolinato tiene
mayor afinidad por el receptor NMDA que en el cerebelo (Monaghan
y Beaton, 1991). Al interactuar el quinolinato con el receptor
NMDA y se dgeneria una despolarizacién, capdz de inducir una
entrada de Ca++ via el canal del receptor NMDA o a través de
activacién de los canales de calcio sensible a voltaje CCSV.

Estudios anteriores han demostrado gue el kainato a bajas
concentraciones (25-50uM) es capaz de incrementar la
sobrevivencia de las células granulares del cerebelo (Balazs,
1990) . Recientemente, se ha demostrado que el efecto tréfico de
bajas concentraciones de kainato es totalmente dependiente de 1la
entrada de Ca++ a través de los canales sensibles a
dihidropiridinas (DHP) (Balazs et al.,1990). Estos canales
podrian ser activados por una despolarizacién ocasionada por el
kainato (Balazs et al., 1990).

Por medio de estudios de electrofisiologia se sabe gque dichos
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¢anal§$ sélmgnifiestah a’partir'de los primeros dias del cultivo
/(lk—é dias) éresentando una conductancia mayor (18.5 pS) que los
. _élrxé_:;:se'»manifiestan ‘en cultivos maduros de células granulares de
’,’cer’ebelo (11.1 pS) (Moran et al., 1991). Otra serie de estudios
muestran que el kainato a bajas concentraciones incrementa los
niveles de Ca++ intracelular y se propone que dicha entrada sea a
través de CCSV (Murphy y Miller, 1989) en forma similar al efecto
despolarizante del K+. Con concentraciones mayores a 100uM de
kainato se incrementa la entrada de Ca++ de una manera
dependiente de la concentracién, elevando los niveles de cCa++
hasta un punto en que el Kainato tiene efectos neurotéxicos sobre
las células granulares (Murphy y Miller, 1989).

El efecto observado con bajas concentraciones de kainato en
relacién al incremento en la actividad de la GAF y desarrollo
morfolégico favorable podria deberse a la activacién de CCSV, con
lo que la entrada de Ca++ seria una senal para la activacioén de
ciertos mecanismos bioquimicos capaces de promover 1la
diferenciacidén bioquimica y morfoldégica de las células granulares
del cerebelo.

" La activacidn de otros tipos de receptores no NMDA como el AMPA
y LAP4 indujo un incremento en la actividad de la GAF de casi el
doble. Estos receptores son de tipo ionotrdpico y al ser
activados se induce un incremento en la permeabilidad a los iones
Na+ y K+ con lo que se genera un efecto despolarizante en 1la
membrana, y gque como ya se menciond provoca una activacién de

CCSV y un consecuente incremento en los niveles de Ca++
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intracelular. )

k_Pof todo lo anterior se sugiere que‘elSCa++ a clerta
conéentfacién y a edades tempranas - del desarrolib deilaé células
granulares induce una diferenciacion bioquimica y morfolégica de
estas células.

Como ya se menciond anteriormente el canal acoplado al receptor
NMDA es permeable a Na+, K+ y Ca++ ademas de presentar un sitio
modulador al que se une la. glicina (Johnson y Ascher, 1987;
Bertolino et al., 1988), dicho aminoacido potencia el dario
celular inducido por NMDA en neuronas de corteza, tal efecto es
antagonizado con HA-966 (Patel et al., 1990). Por otro 1lado
estudios electrofisioldgicos demostraron que las corrientes
inducidas por el NMDA en ovocitos de rana inyectados con RNAm
cerebelar no son potenciadas por Glicina, mientras que las
registradas al utilizar RNAm cerebral si presentaban dicho
comportamiento (Sekiguchi et al., 1990). En este trabajo se probd
el efecto del HA-966 sobre la actividad de la GAF en cultivos
de células dgranulares sin que se observaran diferencias
significativas. Esto sugeriria variantes regionales en el SN
para potenciar la respuesta con Glicina, lo cual puede suceder
también con los antagonistas como el HA-966, por lo que se ha
sugerido la ausencia del sitio de unidén a Glicina en el receptor
NMDA expresado en cerebelo (Sekiguchi et al., 1990). Por otro
lado, también se sabe que el HA-966 es menos especifico y
selectivo que otros antagonistas a este sitio de Glicina como el

7-Cl-Kyn (Kloog et al.,1990), 1lo que podria ser una explicacién

56



~alternativa a la falta de efecto del HA~966.

La posibilidad de que el NMDA ejerza un efecto tréfico en estas
_'ce'iulas se refueza con los efectos observados sobre la morfologia
de'i lais células tratadas con NMDA. Las observaciones de la
,moz‘ijfologia de los cultivos de las células granulares con NMDA
(isbuM) Yy K+ (40nmM) muestran un desarrollo mayor de
prolongaciones y un incremento notable en la sobrevivencia lo
cual sugiere gue el NMDA tiene un efecto trdéfico.

Por otro lado el NMDA incrementa especificamente la actividad de
enzimas involucradas en la sintesis del transmisor de las
células granulares, como la GAF (ver graficas) y la aspartato
amino transferasa (Moran y Rivera, en prensa). Dicho efecto
podria estar mediado por la entrada de Ca++ através del canal
acoplado al receptor del NMDA (Balazs 1990). Un efecto similar
se observé bajo las condiciones despolarizantes inducidas por K+,
tales resultados podrian deberse a la activacién de CCSV con lo
que la entrada de Ca++ induce un efecto trdfico que repercute en
la morfologia y la bioquimica de la células granulares. Lo
anterior estd apoyado por la accidén de drogas que inhiben los
CCcSV como la nifedipina (Moran y Patel 1989). Estos resultados
suguieren que la activacién del receptor NMDA y 1la
despolarizacioén por K+ "in vitro" son un sustituto de las
primeras inervaciones funcionales gque reciben las células
granulares "in vivo" provenientes de las fibras musgosas.

En este trabajo se probaron inhibidores de la sintesis

protéica y del RNAm, tanto la cicloheximida (1lug/ml) como 1la
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actinomicina»y(o.lug/ml) bloguearon completamente el efecto
_ observado con NMDA (150uM) sobre el incremento en la actividad de
la GAF. La sola presencia de dichos inhibidores por 48 h no
ocasiond diferencias significativas sobre la actividad de la GAF
con respecto al control. Estos resultados indican gque el
incremento en la actividad de la GAF inducida por NMDA de
requiere una sintesis protéica de novo y probablemente de 1la
sintesis de RNAm para la glutaminasa de acuerdo a los resultados
obtenidos con actinomicina (Grafica 5).

Estos resultados se apoyan en observaciones en las que 1la
estimulacidon temprana de los receptores NMDA induce la expresioén
de algunos genes involucrados con los procesos de transcripciodn,
dichos genes son capaces de expresarse a tiempos cortos y largos
posteriores a la estimulacidén (Szekely, et al., 1990). La
induccién de estos factores de transcripcién, debida a la
activacion del receptor NMDA puede ser un mecanisme clave para
iniciar la expresidén de otros genes relacionados con distintas

funciones neuronales.

Efectos de la estimulacidén del receptor NMDA sobre la actividad

de la GAF "in vivo".

Una parte importante de los objetivos de este trabajo fue
conocer los cambios en la actividad de la GAF en presencia de
agonistas y antagonistas del receptor NMDA a lo largo del
desarrollo del cerebelo "in vivo", para lo cual se utilizaron

antagonistas competitivos como el APV y el CPP, y no competitivos
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“comoréi:MK—Bol. Se sabe que la activaciodn de receptor NMDA puede
1kténéf;§fe¢tds farmacolégicos importantes en diversos modelos
* ééim§;és entre ibs que se incluyen memoria, aprendizaje (Parada-
fﬁrékan y Tursky, '1990), epilepsia y muerte neuronal (Lehman,
‘1088). :

Existen evidencias que muestran que los antagonistas no
,cémpetitivos del receptor NMDA, como el MK~801, aplicados
sistémicamente son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica (Tricklebank et al., 1989 ; Mondadori, 1989).
Se sabe que el MK-801 tiene gran afinidad por su sitio de unidén
en el receptor NMDA y que es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, por lo gue se ha tratado de utilizar como
farmaco en algunas patologias del SN en las que esta involucrado
el receptor NMDA (Peterson et al., 1983 ; Lehman 1989).

También se ha demostrado que los antagonistas competitivos tienen
mayores efectos en preparaciones "in vitro" que "in vivo", se ha
sugerido que esto se debe a que estos farmacos presentan algunos
problemas para atravesar la barrera hematoencefalica (Croucher et
al.,1982; Czuczwar y Meldrum, 1982). Ademas se sabe que el CPP
tiene efectos mas potentes que el APV en muchos modelos animales
(Tricklebank et al., 1989). En estudios de aprendizaje se ha
demostrado que ratas adultas tratadas con CPP (0.3 a 10 mg / kg),
administrado intraperitonealmente, presentan una disminucién
significativa sobre una conducta aprendida (Tan et al., 1989).
Los tratamientos fueron aplicados 3 dias previos a cumplir la

edad requerida para los experimentos, por otro lado se sabe que
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a partif,éefmdié'ﬁ postnatal las células granulares establecen

iqéipgiﬁafdg éShtéctos sindpticos con las fibras musgosas

f?rééhio,fNuﬁez y Sotelo, 1985), aungque esta sinapsis comienza a
. éer funcional entre el dia 10-12 postnatal.

‘ En este trabajo en los animales tratados con MK-801 (0.1
mQ/Kg) se observé un decremento en la actividad de la GAF del
cerebelo a los 11,12,14 y 15 dias postnatales hasta en un 40% con
respecto al control. Este efecto puede explicarse por un blogueo
en la transmision sindptica que comienza a establecerse entre las
fibras musgosas y las células granulares, evitando asi que el
glutamato liberado pueda interactuar con el receptor tipo NMDA e
inducir una sefial de diferenciacién, medida en este caso como un
incremento en la actividad de la GAF.

De manera similar se observéd un decremento en la actividad
de la GAF a los 11 y 12 dias postnatales con CPP (2.2 mg/kg),
hasta de un 40% con respecto al control. El blogueo del receptor
NMDA en presencia de este antagonista sugiere que la activacién
de este receptor a edades tempranas del desarrollo de las células
granulares es un evento necesario para gque se lleven a cabo
algunos de los procesos de diferenciacién bioquimica en los que
se incluyen la activacién de ciertas enzimas, como ya se ha
mencionado. El hecho de que a los 14 dias no se observen
diferencias significativas con el tratamiento de CPP (2.2
mg/Kg) ,1lo cual si ocurre con MK-801, se puede deber a un cambio

en la afinidad por el CPP en el sitio de unién al receptor NMDA,
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o bien al desarrollo de 1la barrera hematoenceféllca :Que"”
dlflcultarian el paso de compuestos, 1nc1uyendo al CPP. : B
» Por otro lado, a los 9 dias postnatales tanto el MK-801 como el
CPP no ocasionaron cambios en la actividad de la GAF,‘esto puede
deberse a que durante este tiempo apenas se ‘ha: iniciado. el

establecimiento de la sinapsis y comienzan a establecerse los

mecanismos de activacién del receptor NMDA.

A pesar de gue se sabe que algunos compuestos tienen difucultad
de atravesar la barrera hematoencefdlica, como el APV y el
propio NMDA, existen algunos modelos animales en los dque estas
drogas tienen ciertos efectos (Lincoln et al., 1988 ; Parada-
Turska y Turski, 1990), por lo gque se decidid probar ambos
farmacos con objeto de conocer si podian tener influencia sobre
la actividad de la GAF "in vivo". Sin embargo el tratamiento de
APV (60 mg/kg) no ocaciond diferencias significativas con
respecto al control. Estos resultados se pueden deber a gue el APV

presente problemas para atravesar la barrera hematoencefalica.

En cuanto al NMDA, se observd sélo a los 12 dias un incremento
en la actividad de la GAF hasta de un 50% con respecto al
control, lo que se puede explicar por el hecho de que a la edad a
la que comenzé el tratamiento todavia se puede lograr una
estimulacioén adicional o externa a la que comienza a establecerse
entre las fibras musgosas y las células granulares. A edades

mayores en las que probablemente los sitios de unién al agonista
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en él receptor NMDA estén ocupados por el ligando endégeno, o la
reépuesta tréfica esta saturada, el NMDA exdgeno no tiene efecto.

El analisis de la actividad de la LDH no mostrdé diferencias
importantes entre los tratamientos con las distintas drogas
utilizadas en los experimentos "in vivo", por lo que los efectos
observados son especificos para la GAF, lo que refleja una acciodn
mas dirigida a la magquinaria involucrada con la sintesis del
transmisor.

Todos estos resultados sugieren que tanto "in vivo" como "in
vitro" 1la activacién del receptor NMDA a edades tempranas del
desarrollo de las células granulares es capaz de inducir 1la
maduracién bioquimica de estas células. Ademas parece ser que hay
una participacién importante del Ca++ en estos fendmenos, y que
esta entrada estd relacionada tanto con la activacidén del canal
acoplado al receptor NMDA como con la de los canales de Ca++
sensibles a voltaje (CCSV) en el caso del K+ y los agonistas no
NMDA. Esto coloca al Ca++ en un sitio importante en los
mecanismos involucrados en estos fendmenos, por 1lo cual se
sugiere analizar su participacién en los fendmenos de
diferenciacidén durante el desarrollo del cerebelo.

Se tienen suficientes evidencias de que el incremento en 1la
concentracién intracelular de Ca++ debida a la activacidén de
canales de CCSV o del receptor NMDA puede ocasionar dafio celular
en diferentes preparaciones del SN (Mayer y Westbrook, 1987; Choi
1987; Balazs, 1988). Por otro lado, el efecto de la entrada de

Ca++ debida a despolarizacién por K+ y de la activacidn del
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'MDA a edades tempranas del desarrollo promueve la

i sobr vivenc1a de las células granulares, por lo que se sugiere

?:que el Ca++ juega un papel dual dependiente de la edad, es decir
"como factor tréfico durante el desarrollo, y como neurotdxico en
el estado maduro. (Balazs et al.,1987,1988). Existen observaciones
. que apoyan esta idea tanto en preparaciones en cultivo (Balazs et
al., 1987 ; Moran 1988) como en rebanadas de cerebelo e "in vivo"
(Garthwaite, et al., 1986). Lo anterior sugiere que el efecto
trofico del Ca++ es un evento temporal en la vida de las células
‘granulares y que se presenta justo cuando estas células han
migrado hasta la capa granular y comienzan a ser inervadas por
las fibras musgosas. Posteriormente, cuando las células estan en
proceso de diferenciacién, puede manifestarse el efecto téxico
(Gartwaite 1986, 1987; Balazs et al., 1987).

Se ha propuesto que el incremento en la sobrevivencia de las
células granulares debido a la entrada de Ca++ a través de CCSV o
via la activacidén del receptor NMDA involucra al sistema Ca+t+
calmodulina, y parece ser que la proteina-cinasa II es la
responsable de estos efectos (Gallo et al., 1987).

Es posible que el efecto tréfico observado por activacién del
receptor NMDA no sea unico para las células granulares del
cerebelo, sino gque también se pueda presentar en otros tipos
celulares del SN, y que estos eventos dependan del estadio de

desarrollo (Rothman y Olney, 1986; Garthwaite, 1986).
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