
1 1 

18° 
~· 

UNIVERSIDAD NACIOllAl AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE .CIENCIAS 

PAPEL DE LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES 
A NMDA Y EL POTASIO EN LA ACTIVIDAD DE LA 
ASP'ARiATO - AmiñüTñANSFERASA EN CELlJLAS 
GRANULARES DE CEREBELO DE RATA EN CULTIVO: 

UN MODELO DE DESARROLLO 

TESIS PROFESIONAL 

QUE PARA OBTENER El . TITULO DE 

B ! o L. o G o 
p R E s E Ñ T A 

MARiTZA RIVERA GAXIOLA 

MEXICO, D. F. 1992 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

ABREVIATURAS •••••••••••••••••••••••••••• •. • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 

INTRODUCCION •••••• ·• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 4 

Embrioloqia del Sistema Nervioso central 
en Mamiferos 

A) Aspectos Básicos 

B) Embriolcgia del cerebelo 

5 

5 

10 

Aminoácidos Excitadores y sus Receptores •••••••• 19 

Caracteriza~ión de los Receptores 

A) 

B) 

Receptores No-N"rlDA 

Receptores NMDA 

Metabolismo de Aminoácidos Excitadores 

Factores Tróficos y Neurotoxicidad 

OBJETIVO 

MATERIALES Y METODOS 

P..ESULTJl.DOS 

DISCUSION 

CONCLUSIONES 

LITERATURA CONSULTADA 

22 

22 

25 

29 

32 

38 

39 

43 

60 

70 

72 



AAT 
l\Ct. D 
l\sp (L-l\sp} 
l\CBD 

l\TPA 

l\MPA 

l\CPD 
l\P3 (L-l\P3} 
l\PV 

Bl\ 

CNQX 
Ca++ 
CF 
Cl-
CPG 
CSA(L-CSA} 
CA (L-CA} 
C-hex 
Cyt 

DNQX 
DIV 
DAG 
DHCSl\ 
'tDGG 
5,7 DCK 

EC50 

FUM 

ABREVIATURAS Y SIGLAS 

Aspartato-aminotransferasa 
Actinomicina D 
Acido l\sp6rtico 
Acido trans-l-aminociclobutano-1,3-
dicarboxílico 
Acido a-amino-3-hidroxi-5-tert-butil­
isoxazolepropiónico 
Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil­
isoxo~Ol6p~cpié~ico 
Acido l-amino-ciclopentano-1,3-dicarboxilico 
Acido 2-amino-3-fosfonopropiónico 

l 

Acido Fosfonovalérico (llcido Fosfonopentanoico) 

Basket Cells {Células en Canasta} 

6-ciano-7-nitroxiquinoxalina-2,3-diona 
Calcio (Catión divalente) 
Climbing Fibers (Fibras Trepadoras) 
Cloro (anión monovalente) 
llcido {E}-2-amino-4-propil-l-fosfónico 
llcido cisteinsulfinico 
Acido Cisteico 
Cicloheximida 
Citoplasma 

6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona 
Dias in vitre 
Diacilglicerol 
Acido D-homocistein sulf inico 
't-D-glutamilglicina 
l\cido dicloroquinurénico 

Concentración Efectiva al 50% 

Fumara to 



Glu (L-Glu) 
GAMS 
Gly 
GABA 
GO 
GLDH 
GR 
GS 
GAP•GAF•PAG 
Gln 

HOA 
HJ\-966 
HK 

IP3 
Ileu 

KA 
K+ 
KCl 
Kyn 
aKG 

LDH 

Mal 
MF 
mM 
µM 
Mg++ 
MDH 
Mem 
MK-801 

Na+ 
NADH 
NMDA 
NBOX 

NGF 

NH4+ 

Acido glutámico 
Acido •-D-glutamilaminometil sulfónico 
Glicina 
Acido •-aminobutirico 
Golgi (Células de •• ) 
Glutamato deshidrogenasa 
Granulares (Células) 
Glutamino sintetasa 
Glutaminasa activada por fosfato 
Glutamina 

Acido Homoquinolinico 
1-h:f.(1roH!-3-em!no-prro!.idín-2-cn: 
High Potassium (Alto potasio) 

Trifosfato de inositol 
Isoleucinn 

Kainic Acid (Acido kainico) 
Potasio (catión monovalente) 
Cloruro de Potasio 
Acido quinurénico 
a-ceto glutarato 

Lactato deshidrogenasa 

Malato 
Moee:.• ~:!.!:::~:: { !":!.b=~:; =~::;o:;ü.:} 
milimolar 
micromolar 
Magnesio (catión divalente) 
Malato deshidrogenasa 
Membrana 
(5)-metil-10,ll-dihidro-5H­
dibenzo[a,d]ciclohepten-5,10-imino maleato 

Sodio (catión monovalente) 
Dinucleótido de nicotin amida reducido 
Acido N-metil-0-aspártico 
6-nitro-7-sulfamoil-benzo(f}quinoxalina-2,3-
diona 
Nerve Growth Factor (Factor de Crecimiento 
Neural) 

Ión amonio 

2 



OAA 

pCBPzDA 

PN 
PF 
pkC 
Pyr 
PBS 

Ser 
ST 
SucCoA 
SN (SNC) 

Val 
vscc 

Acido oxalacético 

Acido l-(p-clorobenzoil)pipera~in-2.3-
dicarboxilico 
Pons (Puente) 
Parallel Fibers (Fibras paralelas) 
Protein-kinasa C 
Piruvato 
Phosphate Buffered Salina (Sol. Salina 
amortiguadora de fosfatos) 

Acido Quiscuálico 

Serina 
Estrelladas (Células) 
Succinil Coenzima A 
Sistema Nervioso (Sistema Nervioso Central) 

Valina , 
Voltage Sensitiva Calcium Channel (Canales 
de Calcio Sensibles a Voltaje) 

3 



4 

INTRODUCCIOH 

Desde hace mucho tiempo, el hombre se ha interesado de manera 

especial por el funcionamiento ordenado y eficiente de los 

orgeniemoe multicclul~~cs, qua raquier~n qu~ su~ diversas par~es 

actúen concertadamente; esto es, se ha interesado por un sistema 

capaz de vigilar, recibir, seleccionar, integrar, almacenar y 

devolver información que, en última instancia, le permite la 

supervivencia al organismo: El Sistema Nervioso. 

A pesar de que el estudio del pensamiento, la memoria y el 

sueno p. ej., son de los temas que más han intrigado al hombre, 

existen otras funciones involucradas con el sistema nervioso, que 

resultan de gran importancia. La Neurobiología del Desarrollo es 

uno de dichos aspectos, y ea de especial interés porque entre otras 

cosas, sirve de base para el entendimiento de muchas de las 

funciones superiores del cerebro. 

Con esta primera parte del trabajo, se pretende dar un esbozo 

general de la embriología, la bioquímica y la histología del 

Sistema Nervioso Central (SNC), con un enfoque al cerebelo de la 

rata, por ser el modelo experimental del presente estudio. 
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EMBRIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN MAMIFEROS 

A) Aspectos B6sicos 

Una vez que se ha llevado a cabo la formación del cigoto 

y éste pasa por una serie de divisiones mitóticas sucesivas para 

dar lugar a los distintos estadios embriun.a;:-io::: cenocidas como 

mórula, bl6stula, g6strula y formación del celoma (por enterocelia 

en el caso de mamiferos), para llegar asi a la fase de neurula, se 

puede decir que ha comenzado el desarrollo del Sistema Nervioso 

(SN) (Figs. l y 2 ). 

Previo al estadio de neurula, 

formación del celoma, se empiezan 

blastodérmicas que dar6n lugar a 

cuando se lleva a cabo la 

a distinguir las 3 capas 

los distintos tejidos que 

conformarán ttl lndi~id~c: ~r.todermo, mesodermo y endodermo. En el 

caso especifico del SN, es el ectodermo el que da lugar al tubo 

neural, espec1ficamente, la parte conocida como neuroectodermo 

(Fig. 2). La notocorda (o corda) es la estructura que induce la 

competencia de tejidoa pera formar el tubo neural. Esta estructura 

se origina a partir de mesodermo cordal y queda en posición ventral 

al tubo neural en estado embrionario. La notocorda secreta 

sustancias, como el factor mesodermizante ( Cowan, 1979) que se 

detectan por porciones determinadas del neuroectodermo, dando lugar 

a una serie sucesiva de fenómenos que conducen a la diferenciación 
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Mesodermo 

Endodermo· ----

del blosloccle 

Tubo Neural J 
Notocorda 

reviste. infesfino 

Neurulación 

Fig. 1: Representaclón esquemá'tica del desarrollo de un embrión 
enterocelomado desde la unión de los gametos hasta la 
neurulac16n. 

Corda 

Neuroecto~ermo 
Mesode:mo somsllco 

Mesodermo lnlermedio ,:·.': · . 

o CID) '"''""~ 
Etlodermo 

Fig. 2: Corte transversal de embrión de enterocelomado poco 
antes de la neurulación. La proción de ectodermo que 
dará lugar propiamente al tejido se senala como 
neuroectodermo. · 
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de dicho tejido. Inicialmente se forma una estructura conocida como 

placa neural, compuesta a su vez por una parte alar y una parte 

basal. La parte basal da origen al tubo neural propiamente y la 

parte alar a la cresta neural y posteriormente a las estructuras 

sensoriales. Previo a la formación del tubo, la placa neural forma 

un surco que finalmente se cierra a nivel de la cuarta vértebra 

cervical (Fig. 3). La porción m6s anterior de la corda (precorda) 

lnduce lo. formación del encéfalo, mientras que la porción caudal la 

formación de médula espinal ( Fig. 3) • Ambas estructuras en el 

estado adulto forman lo que se conoce cono Sistema Nervioso Central 

(SNC)(Fig. 3). La porción encef6lica tiene 3 engrosamientos 

(vesiculas) iniciales, que m6s tarde dan lugar las distintas 

estructuras del SNC adulto (Cuadro X). 



8 

Parte Inicio de 

plegamiento . . . . ·: @' _ 
rr.n - r;-.-. .,./.\. - (.!(. ~ - - -J 1 

I 1 1 1 / • /"l"f' \ · · ~ . , , 
Placa Surco · ;. Tubo 

/ cefálica - encéfalo} 
. s~C 

~'Parte . Médula 
caudol __:___espinal 

Fig. 3: PrQcSsci da neurulaciOn, desde la forma~i6n de la placa 
neural, basta la formación del tubo. Se seftalan tanto 
las SstruCturas a que dar6 origen cada parte del tubo 
neural, como las estructuras consideradas dentro del 
Sistema Nervioso central: 



Vesiculas cerebrales 
primarias 

Prosenc(lfalo 

CUADRO I 

Vesiculas cerebrales 
secundarias 

Telencéfalo 

Diencéf alo 

Encéfalo 
desarrollado 

9 

Hemisferios 
cerebrales (s­
istema olfato­
rio, cuerpo 
estriado, palio 
y sustancia 
blanca cere­
bral). 

Epi, hipo, 
subtá.lamo y 
té.lamo. 

-----------------------------------------------------------------
Mesencéfalo Mesencéf~lo Cerebro medio. 

Rombencéfalo Mielencéfalo 

Metencéfalo 

Corteza de ce­
rebelo y bulbo 
raquídeo. 

Protuberancia, 
puente y cere­
belo. 
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B) Embriologia del Cerebelo 

El cerebelo es una estructura muy importante desde un punto de 

vista estructural y funcional. su estructura presenta vian de 

entrada, circuitos neuronales internos y vias de salida, que 

corresponden a la de un órgano de coordinación de impulsos motores 

que emanan del cerebro. Debido al abundante aport~ GG i~=o~eción 

proveniente de receptores sensoriales, puede elaborar los impulsos 

nerviosos motores que permiten fundamentalmente un movimiento 

preciso, ordenado y armónico. Por otro lado, desde el punto de 

vista filogenético, el cerebelo es una estructura que se encuentra 

en todos los vertebrados, incluyendo a los mixinoideos (Larsell, 

1967). 

Actualmente existe mucha 

ini:eruwulvno:::: C."'lt!'~ 1 AR células 

información acerca 

que integran al SN. 

de las 

Esto ha 

permitido entender en gran medida los mecanismos involucrados en el 

desarrollo del sistema nervioso. En especial, el cerebelo ha sido 

estudiado por muchos neurobiólogos, dadas las ceracteristicas 

estructu~ales de éste, como su localización en el Sistema Nervioso 

Central, su· arquitectura laminar y un número reducido de tipos 

celulares. Esto ha permitido profundizar en las tranaforrnaciones 

morfológicas y los procesos que ocurren durante el desarrollo, y 

por eso es que se considera un sistema ideal para el estudio 
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posterior de 1os mecanismos básicos involucrados en el desarrollo 

neuronal (Burgoyne y Cambray, 1988). 

En general, durante la neurogénesis de los vertebrados se 

pueden distinguir 6 fases, a saber: 

") Proliferación 

b) Migración 

c) Diferenciación 

d) Muerte Celular 

e) Eliminación de Procesos 

f) Formación de Sinapsis 

Estas fases representan una serie de eventos que se llevan a 

cabo en todas las regiones del SNC en todos los vertebrados, de ahi 

que la rata resulte un buen modelo experimental, ademés de ser de 

fácil manejo y obt:enciúu. Cübc :::c...~ci~n13r '!ue estos eventos se dan 

para cada célula y por lo tanto, en una región como el cerebelo, la 

población total de un tipo celular puede estar pasando por més de 

uno de dichos eventos. 

El cerebelo surge como un engrosamiento bilateral de la placa 

alar de la porción metencefélica del tubo neural. Las 2 placas 

cerebelsres se fusionan gradualmente a lo largo de la linea media 

dorsal de acuerdo con un gradiente rostro-caudal. Las células 

corticales cerebelares se originan de dos zonas germinales 
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separadas: las células de Purkinje, Golgi y algunas de la glia 

emergen de la matriz celular ventricular de las placas cerebelares. 

Les células granulares, en canasta y estrelladas, así como otras de 

la glia se derivan de la Capa Germinal Externa (EGL), cercana a la 

superficie externa de las placas cerebelares y que en la rata 

perdura hasta el día 21 postnatal (Fig. 4a). De estas dos zonas, 

las células migran en direcciones contrarias y forman las unidades 

estructurales del cerebelo maduro (Ita, 1984). 

En el cerebelo de la rata, los procesos de proliferación y 

migración ocurren alrededor de las primeras 3 semanas de vida 

postnatal. Tanto los eventos involucrados, como la duración de 

estas fases, son diferentes para cada tipo celular. 

La corteza de cerebelo adulto queda conformada así: 

capa molecular externa (fibras paralelas, células 

estrelladas y en canasta) 

capa de células de Purkinje (únicas que proyectan hacia 

afuera de la corteza) 

capa granular interna (células granularas y somas de 

células de Golgi). 

(Fig. 4b) 



Fig. 40:: Representacióu J.;:.l :fo!!~­
rrollo de las capas del cerebelo. 
Se muestra la evolución ontogáni­
ea de la EGL en la rata. 
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Fi¡¡. 4b: Tipos celulares 
presen i..uii e=:. ~ 1 r~rebelo 
.ndulto y al neurotransmi­
sor que utilizan. Se 
muestran también los nú­
cleos profundos del cere­
belo y las aferentes pro­
venientes da médula espi­
nal. 
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Células de Purkinje: 

Las células de Purkinje, como lo describió Cajal (1911), 

maduran en 3 fases: 

En una primera etapa, las peque!las células fusiformes se 

distribuyen en capas múltiples, posteriormente adquieren forma 

estrellada o multipolar y forman una sola hilera de células. 

Finalmente, los procesos som6ticos maduran gradualmente y las 

dendritas se rearreglan en un plano perpendicular a lo largo del 

eje de las capas (Ito, 1984). 

La duración de cada estadio es constante para una especie, 

pero puede ser muy diferente entre distintas especies. En la rata, 

las células de Purkinje se originan en el feto de 14 a 17 dias (Das 

y Nornes, 1972). A los 4 dias de nacida, se acomodan en una sola 

hilera de células y de los 8 8 los 15 u¡csb, loo; p:::::c:::=~::: 

desaparecen y reciben aferentes de células en canasta. 

Células de Golgi: 

Estas células emergen de la matriz celular ventricular junto 

con las de Purkinje. En la rata, la mayor parte de ellas, se forma 

después del nacimiento. A los 15 dias postnatales ya tienen una 

configuración adulta tipica (Ita, 1984). 
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Células en Canasta: 

Se diferencian de la EGL en los dias 6 a 7 postnatales 

(Altman, 1969, 1972). Sobre el proceso de diferenciación se conoce 

poco y es probable que durante la división mitótica, el neuroblasto 

atraviese por una represión irreversible del DNA genómico (Eccles, 

1970). El DNA activo restante, puede ser diferente para cada tipo 

de neurona y ~sto p~cdc derl~~ diferentes propiedades quimicas. 

Células Estrelladas: 

Estudios autorradiogréficos con timidina tritiada indican que 

las cálulns estrelladas se diferencian en los dias 8 a 11 

postnatales en la rata (Altman, l972b). 

No existe en realidad mucha información acerca de los tipos 

celulares antes mencionados, pero si de las células granulares, que 

son las més abundantes en el cerebelo. 

Células Granulares: 

La EGL consta de 2 

proliferación y una zona 

zonas: una zona superficial de 

basal premigratoria. Las células 

granulares de rata pasan a la zona basal durante su primer dia de 

vida como tales y a los 3 dias alcanzan la capa granular. Altman 
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(1972) menciona que la zona proliferativa tiene un grosor de 4 a 5 

células en ratas recién nacidas. Durante varios dias, la znna 

proliferativa tiene debajo una zona subproliferativa o 

premigratoria de 2 a 3 células de grosor y que crece en profundidad 

entro lo~ 7 y 10 dias después del nacimiento. Para el dia 11, la 

zona proliferativa ha disminuido en grosor y le sigue un 

~dAlgnznmicnto en la zona premigratoria hasta que para el dia 19 la 

zona proliferativa Y.ª no constituye ni siquiera una hilera continua 

de células. 

Las células de la capa granular migran del tubo neural, p~ro 

retienen su capacidad mitótica y se vuelven a dividir. El último 

proceso de migración consiste ~n el movimiento de los somas de las 

células granulares hacia la parte interna nuevamente, pero dejando 

un axón muy largo y bifurcado en esta parte. Asi, la capa més 

externa queda como capa molecular, conteniendo dichos axones 

(fibras paralelas) y células del tipo interneuronas (neuronas óe 

"relevo") estrelladas y de canasta. La capa interna recibe entonces 

el nombre de capa granular interna. Esta capa se forma durante la 

segunda semana de vida postnatal. El cerebelo adulto de la rata 

posee alrededor de 1.1 x 108 células granulares, cuyos somas miden 

entre 5 y 10 µm de diámetro. Las fibras paralelas tienen un 

diámetro de alrededor de 0.2 µm. 
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Durante el proceso de migración, las células granulares 

establecen una estrecha relación con los procesos (extensiones) de 

las células gliales de Bergman (Rakic, 1971). Resulta dificil 

imaginar la migración tan precisa de las células granulares a 

través de un denso paquete de fibras especialmente en estadios 

tardíos del desarrollo del cerebelo, por lo que se ha propuesto que 

la migración podria darse mediante el reconocimiento de componentes 

de la matriz extracelular entre ambos tipos celulares (Gravas col., 

1984 en Bergman y Cambray, 1988). 

Ya que la función típica de una neurona es la comunicación, la 

formación de las sinapsis constituye uno de los procesos finamente 

regulados durante el desarrollo. Previo a ello, uno de los eventos 

que se llevan a cabo, es el retraimiento de muchos de los procesos 

que no alcanzaron el destino correcto, no son funcionales o no se 

desarrollaron totalmente. Todos estos eventos estén directamente 

relacionados con una serie de estimulas macro y microambientales 

que a su vez son producto de la información genética y de estimules 

externos. Como parte de dichos eventos, se sabe que las primeras 

entradas sin6pticas que reciben las células granulares durante el 

desarrollo in vivo, son las de las fibras musgosas excitadoras 

provenientes de puente y médula espinal (Altman, 1982), lo cual 

ocurre alrededor del So dia postnatal (Arsenio y Sotelo, 1985). 

Sin embargo, no es sino hasta alrededor de los dias 10 a 12 

postnatales cuando se tienen evidencias experimentales (Altman, 
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1982) de dichas sinapsis. Las fibras musgosas poseen varicosidades 

llenas de vesículas que hacen sinapsis con las dendritas de las 

células granulares. Dichos sistemas se conocen como glomérulos 

(Burgoyne y Cambray, 1988). En el glomérulo también hacen sinapsis 

las células inhibidoras de Golgi. A su vez, las células granulares 

tienen su principal grupo de células blanco, en las células de 

Purkinje (Burgoyne y Cambray, 1988) y parece ser que la sinapsis 

con dichas células es un evento que juega un papel importante en la 

supervivencia de las célula8 granulares (Sotelo y Changueux, 1974; 

Burgoyne y Cambray, 1988). Estas sinapsis se establecen alrededor 

del dia 12 postnatal. 

Durante la diferenciación, todos los tipos celulares 

mencionados, completan la adquisición del fenotipo neural que les 

conducirA a un estado relativamente especializado, lo que amplia la 

expresión de ciertas características tanto estructurales, como 

metabólicas. Es durante este proceso, que las células definen el 

neurotransmisor a utilizar durante el estado maduro, lo cual 

conlleva a la expresión de la maquinaria bioquímica para la 

sintesis, liberación y captura del transmisor y finalmente, sólo un 

pequeno número de células queda como unidad estructural y funcional 

del individuo adulto (Fig. 4). 



19 

AMXNOACXDOS EXCXTADORES Y SUS RECEPTORES 

Un neurotransmisor se puede definir en términos generales como 

una sustancia liberada de las terminales sin6pticas y que tiene un 

efecto especifico sobre la permeabilidad iónica de la neurona 

postsin6ptica. Existe una serie de criterios determinados con los 

que debe cumplir dicha sustancia para ser considerada como 

neurotransmisor, como son: 

a) Presencia en las terminales nerviosas 

b) Sintesis en la célula nerviosa 

c) Acción farmacológica: 

Agonista: que se conozca un ligando exógeno que 

mimetice el efecto del ligando endógeno 

Antagonista: que haya compuestos que eviten que el 

Es decir, que existan receptores especificas para dicha 

sustancia. 

d) Acción fisiológica: Que se induzca la liberación del 

neurotransm:l.i::;or y se vea su efecto, para luego comprobar 

si el efecto es igual cuando se prueba el candidato a 

neurotransmisor. 

e) Liberación como respuesta a depolarización, de manera 

dependiente de calcio. 
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f) Mecanismos de terminación de la senal (p.ej. por 

difusión en el espacio sinflptico, por enzimas 

degradadoras o por sistemas de captura de al ta afinidad) 

Existe una gran variedad de compuestos considerados como 

neurotransmisores en el SNC. Entre ellos, los aminoflcidos 

excitadores glutamato y aspartato ocupan un lugar muy importante 

dada su potencia y amplia óis~ribución, conl:3ti tuy~nUo pu~~, los 

transmisores excitadores mfls abundantes en el SNC. Si bien es 

cierto que participan en procesos del metabolismo intermedio, 

también existe suficiente evidencia de que funcionan como 

neurotransmisores, entre las cuales se pueden mencionar, el hecho 

de que el Glu esté distribuido ampliamente en tejido ccrcbrol, en 

donde además, está mfls concentrado que cualquier otro aminoflcido 

(Fonnum, 1984). Se han realizado experimentos electrofisiológicos 

y farmacológicos que permiten considerar al Glu como 

neurotransmisor, es decir, satisface los criterios de localización 

presináptica de neuronas especificas, se libera especificamente por 

medio de estimules fisiológicos a concentraciones suficientemente 

altas como para obtenerse una respuesta postsin6pticn, hn 

demostrado una identidad de acción con el neurotransmisor natural, 

incluyendo respuesta a los antagonistas y se conocen mecanismos de 

terminación de la acción del Glu. 
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Por otro lado, también se tienen muchos ejemplos de liberación 

de Glu en estudios in vivo (Fonnum, 1984). Finalmente, existen 

evidencias inmunohistoquímicas de la localización y al ta 

concentración de enzimas relacionadas con la síntesis de ácido 

glutámico en estructuras que se considerlln 

glutamatérgicas(Altschuler et al, 1981; Young and Fagg, 1990). 

A partir de una serie Üt:S ~stuil.1.os :ü.r=ücol~i=::: 

electrofisiol6gicos, se ha encontrado una gran variedad de 

recepto~es a glutamato y aspartato. Debido a que estos aminoácidos 

son reconocidos de igual manera por todos estos subtipos de 

receptores, se han utilizado una serie de fármacos capaces de 

unirse de méinera selectiva a cada subtipo de receptor.Actualmente, 

algunos autores hablan de 2 subtipos principales: los del tipo 

NMDA (que reconocen específicamente a un aminoácido ex6geno 

conocido como N-metil-D-Aspartato) y los del tipo no- NMDA, que se 

subdividen a su vez en otros 3 tipos, de acuerdo con su mecanismo 

de acción y con su agonista preferencial. Estos son: l.os receptores 

de ácido kaínico y de AMPA, cuyo mecanismo de acción es ionotrópico 

(al igual que el da NMDA); y ol mctabotrópico, que utiliza un 

sistema se segundos mensajeros para llevar a cabo los cambios 

i6nicos producto de su estimulación. Se tiene también evidencia de 

un quinto subtipo de receptor a aminoácidos excitadores, pero se ha 

caracterizado pobremente. Este receptor tiene c::omo agonista ex6geno 

al L-AP4 y también tiene una respuesta ionotrópica (Watkins & 

Evans, 1981; Davies y col., 1983; Koerner & Cotman, 1981). 



Caracterización de los receptores 

a) Receptores del tipo No-NMDA: 

Receptor de Acido Kainico 
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El receptor de ácido kainico, como se muestra en el Cuadro 

II tiene como agonistas al KA, al domoa.to y ül :icrcmel-=-to, además 

del endógeno Glu. Los antagonistas son GAMS, pCBP2DA, DNOX y CNQX. 

Como se mencionó anteriormente, la respuesta inducida es 

ionotr6pica, provocando una depolarizaci6n rápida hasta que se 

alcanza cierto nivel de potencial de membrana y se activan los 

receptores de NMDA (Cotman e lversen, 1987). Estudios recientes 

han demostrado que el receptor es permeable además de a Na' y K', 

a iones divalentes como el Ca" (Miller, 1991, Fig •. 5) lo cual s6l.o 

se habia probado para el receptor de NMDA. En general, los sitios 

cie uu16n de !:ein~tn muestran una distribución complementaria a los 

sitios que ~nen NMDA (COtman et al, 1987). A pesar de que dichos 

sitios son predominantemente telencefálicos, a veces se encuentra 

una densidad mayor de sitios que unen kainato en lugares donde hay 

baja clansidnd de sitios que unen NMDA, por ejemplo, la zona 

terminal de las fibras musgosas. En el cerebelo, tanto los sitios 

de NMDA como los de kainato son más densos en la capa granular que 

en la molecular (Cotman et al, 1987)(Fig. 5a). 
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Receptor de AMPA 

Anteriormente se le conocia como receptor de llcido 

quiscu6lico, pero éste no es un ligando selectivo y se ha probado 

una mayor afinidad del receptor por el AMPA (Young y Fagg, 1990). 

Este receptor, como su nombre lo indica, tiene como agonista 

preferencial al AMPA. Le siguen ea afinidad, el Glu, el kainato y, 

muy levemente, el ibotenato (Cuadro ¡¡ F~g. Sb). Loe ent~aonistas 

son an6logos estructurales del 6cido quinurénico, como el DNOX y el 

CNQX. La activación de este subtipo de receptor también induce una 

depolarización r6pida, ionotrópica, a través de la entrada de 

sodio. El receptor parece estar influido por una proteína 

moduladora y por aniones caotrópicos (aniones que cambian el estado 

de hidratación de la membrana, como el ticcianato). Este subtipo de 

receptor se encuentra principalmente en regiones telencef6licas, 

particularmente en hipocampo. En cerebelo, se encuentra en mayor 

deneiriRd en la capa molecular. J!=xcepto por su localización en 

cerebelo, este subtipo esté asociado a los sities donde se 

encuentran los receptores de NMDA, lo que sugiere fuertemente que 

existe una función concertada de estos 2 receptoras (Young y Fagg, 

1990 y Cotman et al, 1987). 
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Receptor Metabotr6pico: 

Como ya se mencionó, este subtipo de receptor tiene una 

respuesta que involucra segundos mcnsajcron, producto do la 

actividad de proteínas G ( Fig. Se). Este receptor parece estar 

asccindc il la formnción da fosfatos da inositol y ñiacilal1c~rol. 

Los agonistas preferenciales de este receptor son el ácido 

quiscuálico, el iboténico y el Glu. Recientemente se ha visto que 

el IS,3R-ACPD, la forma activa del trans-(dicarboxil)ACPD, es un 

agonista selectivo de los receptores metabotr6picos del écido 

glutámico. Los antagonistas que mejor se conocen actúan a nivel de 

transducción d? la senal, es decir, cuando el receptor ya ha sido 

activado por el agonista. La toxina Pertussis, por ejemplo, bloquea 

la :l.nhibición de la adenilato ciclase ( Stryer, 1988) al impedir la 

hidrólisis del GTP (Alberts, 1983) impidiendo el efecto normal de 

la unión del agonista con su receptor. Un antagonista poco 

selectivo y poco potente, pero que actúa a nivel de este receptor, 

es el L-AP3. 
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b) Receptores del tipo NMDA 

Como se observa en el Cuadro II, el subtipo de receptor 

a aminoécidos excitadores conocido como NMDA tiene como agonista 

especifico al écido N-metil-D-aspértico y como preferenciales a los 

é.cidos D-Homocisteinsuliinlco, Hc:::aqu:tno1inico y CPG. Posee un 

canal permeable a sodio (el contraión es potasio) y, a diferencia 

del resto de los receptores concocidos, es permeable a calcio. La 

respuesta que se induce por NMDA es més larga que en los otros 

receptores ionotr6picos, ya que entran sodio y cal~io. Dentro de 

dicho canal se encuentra un sitio al que se une magnesio de manera 

dependiente de voltaje. En condiciones basales, el magnesio unido 

al canal inhibe el paso de iones aunque el receptor esté 

estimulado. Esta inhibición se bloquea cuando se aumenta el voltaje 

de lRR membranas y el magnesio sale del canal, esto es, la 

activación del receptor es dependiente de voltaje, la corrient~ 6ó 

regenerativa y se incrementa con la depolarizaci6n (Cotm1m e 

Iversen, 1987). El canal del receptor también se bloquea por PCP, 

MK-801, TCP y quetamina. El complejo del receptor tiene también dos 

sitios de modulación: uno que une glicina o serina y otro que une 

zinc (Young & Fagg, 1990). La glicina, que funciona come 

neurotransmisor inhibidor, en este caso se une a un si tia 

insensible a estricnina, a diferencia del receptor de la glicina y 

actúa como potenciador de la acción del NMDA ( Johnson & Asher, 

1987; Patel y col., 1990). De hecho, se ha sugerido que el receptor 
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no funciona en tanto no esté ocupado el sitio de la glicina. 

También existen fármacos que actúan a ese nivel, como antagonistas 

tales como el HA-966, el ácido 7- Cl-Kyn y el 5,7-DCK (Fig.Sd y 

Cuadro Il). Por otro lado, también se ha encontrado un sitio del 

receptor que une poliruninas del. tipo espermina y espermidina; dicho 

sitio no ha sido claramente localizado, pero algunos autores lo 

sitúan en ¡a porte d~l receptor que mira hacia dentro de la célula 

(R~nsom y Stec, 1988). En general, la distribución de sitios que 

unen NMDA es telencefálica. En cerebelo, se encuentra 

principalmente en la capa granular y casi siempre está asociado a 

zonas con al ta densidad de sitios que unen AMPA y a veces con 

sitios que unen kainato (Cotman et al, 1967). 
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Fig. 5 Modelos esquem6ticos receptores a amino6cidos 
excitadores con los iones y las drogas que interactúan con cada uno 
de ellos (Reynolds & Millar, 1988; Young & Fagg, 1990). Los 
detalles se describen en el texto. 
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CUADRO II 

RECEPTORES A ANINOACIDOS EXCITADORES ( SNC DE MAMIFEROS) 

Receptores 

A ESPECIFICOS 
G 
o 
N 

s 
T 
A 
s ENDOGENOS 

POTENCIADO RES 

A 

N COMP. ESP. 
(sitio de reconoc. 

T del agonista) 

A 

G 

o 
N 

I 

s 
T 

A 

OTROS 

ES!.'EC. HO COMP. 
(nivel de canal) 

s 
Antipotenciadores 

NMDA K AMPA METABOTROPICO 

llMDJ\. K AMPA 
ACBD ATPA 

P-HCSJ\ K Q ACPD 
HOA Dornoato ODAP (2S,3S,48)CPG 
CPG Acromelato * o 
L-Glu 

µ-Asp 
L-CSA 

Gly, o-Ser 

D-CPP 
D-AP5 
D-AP7 

Ma++ 
MK-801 
PCP 
TCP 
Ouetamina 

HA-966 
7-ClKyn 
5,7-DCK 

L-CA 
L-HCSA 
L-HCA 
OUINOL 

NBOX 

CNOX 

DNOX 

IBOTENATO 

L-AP3 

TOXINAS DE ARARA Y 
AVISPA.pCB-PzDA, 

pBB-PzDA,•DGG, GAMS, 
KYN 

*5-Bromowilardina 
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METABOLISMO DE AMINOACIDOS EXCITADORES 

El é.cido gluté.mico es el neurotransmisor principal en el SNC. 

De ahi, que tenga un especial interés el obtener información acerca 

del metabolismo de este aminoé.cido en el cerebro (Hertz et 

al.,1983; Schousboe, 1987). El é.cido glutámico no sólo funciona 

como neurotransmisor, sino que además participa en vias metabólicas 

secundarias, forma parte de proteínas, es precursor del GABA y 

participa en procesos de detoxificación por amonio. Para este 

trabajo es importante hacer énfasis sobre la actividad de las 

enzimas que sintetizan Glu como neurotransmisor. Las reacciones de 

mayor importancia en este sentido son las catalizadas por la 

glutamato-deshidrogenasa (Wolf & Schünzel, 1987), la glutaminasa 

aminotransferasa (AAT) (Altschuler et al., 1985). 

La reacción que cataliza cada una de ellas es: 

Gl.u-c!=hidr. 

a) a-cetoglutarato + NH4, + NADH + H' -----------­

+ H20 

MT 

L-Glu + NAD' 

. b) a-cetoglutarato+ L-Aspartato ---------- L-Glutamato + 

+ oxalacetato 



c) 

GAF 

Glutamina ------------ L-Glutamato 

NH; 
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Existe otra via biosintética de ácido glutflmico, pero solo se 

lleva a cabo en células gliales (especificamente astrocitos): 

GS 

Glu -------- Glutamina + NH3 + H• 

La enzima que cataliza esta reacción es la glutamino 

sintetasa y constituye una de las formas de eliminación del 

neurotransmisor del espacio sinflptico.' Las otras enzimas se 

encuentran asociadas a neuronas glutamatérgicas. A partir de 

estudios inmunohistoquimicos se ha concluido que la AAT esté 

asociada a de manera particular a estructuras glutamatérgicas 

(Palaiologos, 1989). 

La AAT tiene una localización mitocondrial y citoplflsmica. La 

GAF es mitocondrial, al igual que la glutamato deshidrogenasa. 

( Fig. 6). Algunos autores mencionan que la glutamato deshidrogenasa 

también tiene localización citoplflsmica (Strayer, 1988). 

Por otro lado, se ha demostrado (Patel et al, 1987) que la 

actividad de la GAF se ve modificada durante el desarrollo de 

neuronas glutamatérgicas, lo cual la relaciona con la 

diferenciación de éstas y el establecimiento de vias 
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glutamatérgicas. Sin embargo, estudios recientes proponen que no 

sólo la. GAF participa en estos procesos sino que _actúa de manera 

concertada con la AAT, especificamente, la ':'ctividltd 'de una enzima, 

depende de la actividad de la otra. La reacción ~e cataliza la AAT 

sólo puede proveer una síntesis neta de L-Glu a partir de L-Asp, 

por lo que requiere de la GAF para proveer el L-Glu que se va a 

util~zar como neu~otrünü~i~o~ (F!g. fi) (Palaiologoa·et al., 1989). 

Glu 

F 
MEM MIT 

PYR PYR 

. /'"""\ 1 
FfM t c(KG 

MAL~ 
O AA-MAL 

\ Vol : 
;,::.t.-~.e.!. &c•twtCoA 

•+o(KG o(Ko----fi-?r-CÍLOH·:....H4 ~· 
A1p A1p 

Glu 

OIUCOH 

f PAG 

ºt" 
' o(KG Gin 

Fig. 6: Esquema de las reacciones citoplAsmicas y mitocondriales 
relacionadas con la biosintesis del neurotransmisor Glu. 
En este esquema se muestra cómo las enzimas AAT y GAF 
deben funcionar de manera concertada para sintetizar el 
Glu como neurotransmisor liberable. 
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FACTORES TROFICOS Y NEUROTOXICIDAD 

Como ya se mencionó, la muerte celular es un evento que se 

requiere para la formación de un individuo adulto. Existen muchos 

ejemplos de nme~t~ nett:ro.l t:¡üC :.;;:. dün Guronte ~l Üt:st:1d.rrollo normal. 

de los vertebrados (Gluecksman, 1951). La muerte celular juega un 

papel esencial en el modelaje y refinamiento de muchos tejidos 

tanto durante la ontogenia como en el estado adulto. Este evento es 

particularmente común en el desarrollo del SNC ( Hamburger & 

Levi-Montalcini, 1949). Existe suficiente evidencia (Baldsz, 1988) 

que indica que dicha muerte se debe al desarrollo de necesidades de 

sobrevivencia especificas que involucran células blanco de neuronas 

en desarrollo que producen pequenas cantidades de moléculas 

especificas por la cuales las terminales nerviosas parecen competir 

(Barde, 1989). Aquellas células que incorporan suficiente factor 

trófico (las moléculas especificas antes mencionadas) sobreviven, 

en tanto que las que no tienen un suficiente apoyo trófico, se 

mueren (Martin et al; 1988). 

La expresión secuencial controlada de la información genética 

es esencial para el crecimiento y la diferenciación ordenados de 

las células. Sólo una pequena fracción del genoma de una célula se 

expresa en un momento dado ( Stryer, 1988). Existen 2 esquemas 

generales que deben tomarse en consideración para la muerte 
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neuronal ocasionada por la falta de factores tróficos: una 

posibilidad es que las neuronas requieren factores tróficos para 

mantener su actividad metabólica y por lo tanto, sobrevivir. La 

otra posibilidad sugiere que la ausencia de factores tróficos 

ocasiona un proceso metabólico activo, por ejemplo, actuando como 

represores de genes maestros que si se activan, generan toda una 

serie de actividades cuyo fin último es la muerte de la célula. 

Martin y col. (1988) proponen esta última, como la causa de muerte 

celular en un estudio realizado con neuronas simpéticas de ganglios 

cervicales. 

Una de las moléculas tróficas mejor caracterizadas es el Factor 

de Crecimiento Neural (NGF). El NGF estimula a neuronas simpéticas 

y otras neuronas sensoriales(Barde, 1989) a dividirse y 

diferenciarse (Stryer, 1988). El NGF es un polipéptido sintetizado 

y secretado continuamente en pequel\as cantidades por células blanco 

factor se une n receptores cspecificos de procesos neuronales, y 

luego, tanto el NGF (Hendry et al., 1974) como el receptor {Johnson 

et al., 1987) se transportan de manera retrógrada al soma {Martin 

et el., 1988). El JlfGF se i:iaruria junto con el Factor Neurotrófico 

derivado de Cerebro {BDNF), el Factor de Crecimiento de 

Fibroblastos {FGF) (Barde, 1989), el NT3 y el NT4 y se les conoce 

como neurotrofinas. 
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Actualmente no se tienen bien definidos a los factores tróficos 

para las células granulares, pero sin lugar a dudas incluye 

hormonas, neurotransmisores y moléculas especificas reguladoras del 

crecimiento. Los únicos factores hormonales que se sabe tienen 

efecto sobre las células granulares son las hormonas tiroideas T3 

y T4 (Burgoyne & Cambray, 1988). Estudios realizados para conocer 

los factores que requieren estas células han demostrado que las 

células sobreviven en un medio simple suplementado con insulina 

(Huck, 1983). 

Otra posible clase de factores tróficos pueden ser los 

neurotransmisores (Burgoyne & Cambray 1988). Se ha probado que el 

neurotransmisor inhibidor GABA tiene un efecto trófico sobre 

células granulares (Hansen et al., 1984), incluyendo el desarrollo 

de neuritas, formación de cúmulos y principalmente la expresión de 

r~r.AptnrRR AinApticoR de GABA. Por otro ladoi se considera que el 

Glu es un posible candidato a neurotransmisor de las células 

granulares (Sandoval & Cottman, 1978), y a su vez, las células 

granulares poseen receptores a aminolicidos excitadores que incluyen 

a los del tipo NMDA en altas concentraciones cuando las células son 

inmaduras y en bajas concentraciones en el cerebelo adulto 

(Garthwaite et al., 1986), sugiriendo que estos receptores pueden 

tener un papel importante durante el desarrollo de estas células 

(Burgoyne & Cambray, 198~). De hecho, BalAsz y col. (1988) sugieren 

que el NMDA previene la muerte de células granulares que 
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normalmente se observa en cultivos con un medio con suero. Por un 

lado, ellos han estudiado el efecto de la depolarización por 

potasio en la sobrevivencia de las células granularas y proponen 

que la depolarización mimetiza de algún modo la acción que las 

fibras musgosas tienen en un estadio temprano del desarrollo da las 

células granulares in vivo (Gallo et al., 1967) y qua el afecto 

trófico d~ l-:! <lepcl::::.=i~üciún t:stttú mediado por un incremento de Ca .. 

intracelular, por la entrada da ésta mediante canales da calcio 

sensibles a voltaje (VSCC)(BalAsz, 1988). Da algún modo, entonces, 

el. NMDA está reemplazando al K+ como agente depolarizante, ya que 

su receptor posee un canal permeable a Ca". Se sabe tarobién, que 

las células granulares requieran de dicha depolarización sólo 

durante un tiempo muy corto y preciso de su desarrollo; tiempo que 

coincide con la actividad de las fibras musgosas sobre ellas, !!l 

vivo (BalAsz et al., 1988) (Figs. 7 y 8). 

Sin embargo, también es conocido que la aplicación focal de 

pequenas cantidades de aminoácidos excitadores o sus análogos en 

determinado estadio del desa=ollo es neurotóxico ( Fig. 7 J , 

(Olney, 1984). Se ha sugerido que la isquemia, hipoxia e 

hipoglucemia tienen como resultado la liberación masiva de 

amino6cidos excitadores que sobreestimula a las neuronas y puede 

ocasionar convulsiones epilépticas sostenidas (BalAsz, 1988). Se ha 

comprobado ( Simon et al., 1984) que se puede prevenir el dafto 

neuronal en hipocampo y en núcleo caudado ocasionado por isquemia, 

aplicando antagonistas del receptor de NMDA (como APV, por 
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ejemplo). Se propone que ambos efectos, tróf:ico y tóxico, del NMDA 

están mediados por el mismo mecanismo, que es un incremento notable 

en el flujo de Ca .. (F:ig. 8) (Rothman & Olney, 1987; Garthwa:ite & 

Garthwa:ite, 1986b; Choi, 1988,). Esta acción bipotencial de los 

am:ino6.cidos excitadores (Glu y especif:icamente NMDA) como 

sustanc:ias tróficas y tóxicas, los convierten en agentes 

especialmente :impo.rtantes en el co":trol del desarrollo neuronal¡ 

desde la :in:iciación de la formación de neuritas y diferenciación de 

las características neuronales hasta la regresión y eliminación de 

procesos, as! como la muerte neuronal en el estado adulto. 
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Fig. 7: Mecanismos propuestos para la neurotoxicidad de loe 
aminoácidos excitadores (Rothman & Olney, 1987) 

Estado de maduración 
de.la células granulares 

Células granulares exter­
nas 

postmitót;;ica1::1, e::su w.l.gzü­
ción 

Células granulares de la 
capa interna 

recién llegadas e 
innervadae 

diferenciandoee 

bien diferenciadas 

Efecto del NMDA 

Depolarización Trófico Tóxico 

? 

? 

? + 

+ + 

± 

Fig. 8: El éfecto del NMDA depende del estado de maduración de las 
células granulares (Garthwaite et al., 1986, 1987; Baléze & 
Jorgensen, 1987; Bal¡!.ze et al., 1987; Garthwaite & Garthwaite, 
1986). (+)•efecto demostrado; (-)•efecto no detectado; (±)•efecto 
débil; (?)• no se sabe. 
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OBJET:tVO 

Dados los antecedentes de que el NMDA y el potasio ejercen une 

acción sobre le actividad de la GAF en las células granulares y 

ésta se ha tomado por lo tanto como una enzima marcadora del 

desarrollo, con el presente trabajo se pretendió retoml\r la 

participación de la activación de los receptores a NMDA y la 

depolarización por potasio, como factores involucrados con la 

actividad de una enzima que recientemente se ha sugerido que está 

relacionada más directamente con la sintesis de glutamato como 

neurotransmisor, a saber, la aspartato-aminotransferasa. 

Por todo lo anterior, se buscó finalmente establecer un 

modelo de desarrollo bioquímico, considerando una actividad 

concertada de las enzimas antes mencionadas. 
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MATERIALES Y METODOS 

Se obtuv.ieron cult.ivos pr.imar.ios enr.iquec.idos en células 

granulares ( 95'!;) de cerebelo de ratas W.istar. Las células se 

obtuv.ieron. por d.isociac.ión de cerebelos de ratas de 8 dias de 

nac.idas (BP) mad1~nt~ la t5~n!c~ desc~itd por Morán y Patel (1989). 

El med.io de cult.ivo en que se sembraron fue un med.io basal de Eagle 

suplementado con 10% de suero fetal bov.ino .inact.ivado por calor 

(M.icrolab), 5 Mm de KCl, 2mM de glutam.ina y una soluc.ión de 

penic.11.ina-estreptom.ic.ina, 50U/mly SOµg/ml, respect.ivamente. Para 

permit.ir la adherencia neuronal, las cajas en que se sembraron, 

fueron tratadas prev.iamente con 5 µg/ml de pol.i-L-1.is.ina durante 24 

hrs. Las.células se sembraron a una densidad final de 1.2 a 1.5 x 

106 cels./ml; aproximadamente 19 hrs. después, se les agregó una 

soluc.ión de c.itosina arab.inosa 10 µM para ev.itar el crecim.iento de 

células no neuronales (Balasz et al, 1988). 

Los astroc.itos se cult.ivaron de manera· s.im.ilar, excepto que las 

cajas no requ.ieren ser tratadas previa!!!9nto con pol.i-L-lis.ina y 

tampoco se agrega citos.ina arabinosa. Los astrocitos requ.ieren 

cambio de med.io una vez transcurr.ida una semana de su s.iembra y 

luego cada tercer dia. Lss células de corteza de cerebro se 

s.iembran de manera análoga a las células granuleres, con la única 

diferenc.ia de que las ratas que se ut.11.izan son fetos de 17 dios 

(17E). 
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Las células se incubaron a 37ºC, en una atmósfera de C02 

(4.5%) y aire saturado con vapor de agua (95%)(Morlm y Patel, 

1989). Después de 2 dias in vitre (DIV) las neuronas se sometieron 

a diferentes tratamientos por espacio de 72 hrs. Los astrocitos se 

trataron a las 2 semanas in vitre y también se les dejó el 

tratamiento durante 72 hrs. El tratamiento de las células consistió 

en la adición de alicuotas peque~as (S lOOµlicaja) con•enicn=c lee 

distintas drogas. A los 5 DIV (neuronas) y 19 DIV (astrocitos) las 

células se lavaron con PBS a 3B"C y congelaron a -1o•c (las células 

permanecian en las cajas de cultivo). Para la realización de los 

ensayos, las células se descongelaron y homogeneizaron en 200 µl de 

buffer de imidazol pH 7.4; las resuspensiones :::c trasladaron a 

tubos eppendorf y se sonicaron 3 seg. a 15 Hz. Se separaron 

muestras para la determinar la concentración de proteina ( 20 µl por 

duplicado) y para medir la actividad enzimática 

ia,.p<si:ta~o-.,.-::inctre~!'!f"'rRRa fAAT] y lactato deshidrogenasa [LDH) ). 

La actividad de la AAT se cuantificó de acuerdo con una 

técnica modificada de Lai y col. (1989): 

se prcpereron 2 soluciones que contenian lo siguiente: 

Sol. A: a-oxoglutarato 8.5 Mm y L-aspartato 17 Mm 

en Buffer HEPES-Tris Ph 7.5 

Sol. B: NADH 0.23 Mm, MDH 10 U/ml, Tritón X-100 0.17% 

en Buffer HEPES-Tris Ph 7.5 
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El ensayo consistió en la medición de la utilización de 

NADH por el tejido (Fig. 4), en un espectrofotómetro, a 340 nm. Se 

calibró el aparato con 900 µl de sol. B y 70 µl de tejido. 

Inmediatamente después, se agregaron 100 µl de sol. A, para activar 

la reacción que se siguió durante 3 min (Fig. 9). 

AAT 

a-oxogluttsréltO Oxalacetato + L-Glu 

MDH 

Oxalacetato + NADH -------- L-Mal + NAD- + H+ 

Fig. 9.- Reacción general de la mezcla que se utiliza para 
medir la actividad de la enzima AAT. 

La actividad da la anzima se calculó a partir del 

coeficiente de extinción molar del NADH (6.23 x 103) _y se expresa 

como actividad (µmolas/unidad de tiempo) por mg de proteína o en 

algunos ca!3os, ·por caja de cultivo. Paralelo al análisis de 

actividad de la AAT se midió la actividad de la LDH, como parámetro 

del metabolismo general (Bergmeyer et al, 1968). La actividad se 

midió espectrofotométricamente a través de la desaparición de NADH, 

utilizando piruvato como sustrato. La cantidad de proteína en 

las muestras se midió medi~nte la técnica descrita por Lowry et al 

(1951), utilizando una curva patrón de albúmina bovina. 
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En algunos casos se estudiaron estos mismos parámetros en 

astrocitos de 2 semanas in yitro de cerebelo de rata y neuronas 

corticales de cerebro de rata en cultivo, para asi comprobar la 

especificidad enzim6tica y celular de los tratamientos. 
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RESULTADOS 

ESTUDXOS BXOQUXMXCOS 

La actividad de la enzima AAT si se ve modificada de manera 

especifica en la preparación de nuestro estudio. Tanto el KCl, 

como el NMDA incrementan la actividad de la enzima de manare 

dependiente de la concentración (Figs. 10 y 11 ). La actividad de 

la enzima aumenta de un 65-75% cuando se les trata durante 72 hrs. 

con KCl o con NMDA. 

Como se observa en la Fig. 10 , la EC50 para KCl es 9 mM. La 

actividad especifica de la enzima aumenta de 7.03 ± 0.26 µmol/h/mg 

prot. a 5 mM de KCl hasta 12.12 ± 1.0( µmol/h/mg prot. a 40 mM de 

KCl. Al incrementar posteriormente la concentración de KCl, ya 

no se observan aumentos significativos en la actividad 

enzima. 

de la 

Como ee muestra en la Fig. 11,la BC.. pera el NMDA esde 25 µM 

y el efecto máximo se observa a 50 pM. Cuando las células se 

cultivan con 5mM de KCl y 15 pM de NMDA, la actividad de la AAT no 

se ve modificada, sin embargo, si se cultivan con 10 mM de KCl, un 

incremento a 20 µM de NMDA ejerce un efecto de aumento en un 30% 

de la actividad de la AAT. Si se continúa aumentando la 
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Efecto de KCl y NMDA sobre la actividad de la 
aspartato-aminotransferasa. Las células se 
cultivaron SDIV en 5mM KCl y se trataron durante 
hr con diferentes concentraciones de KCl, con ( 
sin ( ) NMDA 20 µM. Los resultados se expresan 
promedios ±SEM de 6 experimentos diferentes. 
* • diferencia estadisticamente significativa 
(p<0.005) con respecto al control (ANOVA). 
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Fig. 11: Efecto de la concentración üe ~.::-mr.. :::obre l" actividad 
de la AAT. Las células se cultivaron durante 5DlV y 
se trataron durante 72 hrs con diferentes 
concentraciones de NMDA (v. texto). Los resultados se 
expresen como promedios ±SEM de 6-8 experimentos 
diferentes. 
Diferencias estadisticamente significativas con 
respecto al control e• • p<0.01, •• - p<0.001) (t de 
Student). 
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concentración de KCl, el efecto del NMDA no se ve modificado. Se 

ha sugerido qua una dcpolarización parcial de la membrana de las 

células granulares evita la acción antagonista del Mg++ sobre el 

receptor de NMDA (Balazs 1988, Morán y Patel, 1989). Nuestros 

resultados apoyen el hecho de que esta depolarización se logra 

teniendo una concentración final de 10 mM de KCl (Fig.l) y además, 

la adicién de 10 mM do Mg'" inhibe en un 85% la acción del KCl 

(Tabla I) y la del NMDA en aproximadamente un 75% (Fig. 12). 

Los efectos de alto potasio (HK) y NMDA no modifican la 

actividad de la lactato deshidrogenasa, asi como tampoco se ve 

modificada la actividad de la A.~T en otros tipos celulares, como 

astrocitos y neuronas corticales (Tabla II). 

-caracteristicas de la estimulación de la AAT por al to potasio 

La depolarización ocasionada por HK podria estar estimulando 

la liberación de Glu endógena y por lo tan't:o, su tat.:ulú•• O'i:"!:::o 

indirecta, estimulando via los receptores de Glu. El efecto del 

KCl se ve reducido aproximadamente en un 12% cuando se utiliza 

0.25 µM de MK-801 (un pote~te antagonista del receptor de NMDA) 

(Tabla I) y cuando se utiliza 150 µM de DNQX (antagonista da 

receptores de Glu no-NMDA), la actividad del KCl se reduce en un 

7% (Tabla I) • 
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Tabla I. Efecto del calcio y loa an·tagoniataa de aminoécidoa 
excitadores sobre el incremento inducido por potasio en la 
actividad de la aapartato -aminotranaferaaa de células granulares. 

--------Condición ~ li;;j;ivl!!;i!! 
pmolaa/h/mg prot 

Control 7.56 ± 0.14 (8) 
KCl 12.88 ± 0.41 (8) •• 
KCl + Nifedipina 7.71 ± 0.37 (6) + 
KCl + Magnesio 8.46 ± 0.25 (6) •,+ 
KCl + TTX 12.04 ± 0.61 (6) ** 
KCl + MK801 11.40 ± 0.60 (3) •• 
KCl + DNQX 11.98 ± 0.70 (3) ** 
XCl .. DNQX + MKBDl 11.75 ± 0.65 (3) *" 

se cultivaron células granulares en 10 mM KCl durante 2 diae y 
luego se trataron con 30 mM KCl, con o sin 0.1-0.5 µM Nifedipina, 
10 mM Mg"". 1 µM tetrodotoxina (TTX), 0.25 µM MK-801 6 100 µM DNQX. 
A loe 5 DIV se homogenizaron las células y se estimó la actividad 
de la AAT tal como se describe en los métodos. Los resultados se 
expresan como promedios ± SEM del número de experimentos expresado 
en el paréntesis. Loe asteriscos indican diferencias eetadisticas 
con respecto al control (*P < 0.01; **P < 0.001) y las cruces 
indican diferencias estadisticas con respecto a KCl (+P < 0.001) al 
realizar una ANOVA. 
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Tabla XX. Efecto del potasio y del NMDA sobre la actividad de la 
AAT, LDH y GAP de neUJ:onas cerebelares y corticales, asi como de 
astrocitos de cerebelo. 

Neuronas Granulares Astrocitos Neur. Corticales 

NMDA KCl NMDA KCl NMDA KCl 

AAT u.~.o 1: 6,J 178.4 a 7.3 107.8 t 6.9 95.6 a S,?i 85.7 • ... 101.9 • 6.3 

PAG 187.l l 9.ll 277.6 dl.4 

LDH 9fi.B t. 9,3 91.8 a 3,B 

Proteina 109,8 1: J,O 104.2 l 4.1 U,6 1 ... 98.9 a 6,4 

Se cultivaron células granulares y corticales durante 2 dias y 
luego se trataron con 150 µM NMDA o 30 mM KCl. Después de 5 DIV se 
congelaron las células y se midieron las actividades de las enzimas 
como ~~ Ua~==!bc en lnR métodos. Los astrocitos también fueron 
tratados durante 72 hrs, pero después de i semtiuoi:ii i:.n c:.:!'t.:!.vo. T.nR 
result~dos se cKpresan como prociento del control ± E.S. de 4-6 
experimentos diferentes. 
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El. :incremento en l.a actividad de l.a AAT por HK es dependiente 

de Ca++, ya que O.lµM de Nifedip:l.na inh:l.ben este efecto (Tabl.a X 

} • Poir otro lado, es independiente del. flujo de Na+, como l.o 

muo5tran l.os resultados con TTX 1 µM. 

-e:r~ctcristicas de la esti11111laci6n de l.a AAT por NMDA 

El efecto observado del. NMDA se debe a l.a estimulaci6n selectiva 

de los receptores de NMDA, ya que tanto antagonistas competitivos 

(APV 300 µM} como no competitivos (MK-801 0.25 µM} bloquean 

completamente la activación inducida por NMDA 150 µM de la AAT 

(Fig. l.2}. Adem6s, como se observa en l.a misma figura, el DNQX 

100 µM no interfiere con el efecto del NMDA. 

-caracteristicas a nivel molecular de la activación de la AAT 

por alto potasio y NMDA 

Con el objeto de esclarecer .La i:orma en que "¡ ACl .,.. -·· .. .. u u~·t z 

NMDA 150 µM est6n ocasionando el efecto observado sobre la AAT, Ge 

probaron drogas que inhiben la síntesis de proteínas a 2 niveles 

distintos, como l.o son la cicloheximida y actinomicina D. Cuando 

las células se cultivan durante las últimas 46 hru con KCl 40 ;;;M 

o NMDA 150 µM en presencia de 1 µg/ml de cicloheximida, efecto 

de HK se ve reducido en un 50% (Fig. 13a} y el. del NMDAen un 68% 

(Fig. 13b}. De manera an6loga, cuando se agrega actinomicina D 

0.01 µg/ml en l.ugar de cicloheximida, bajo las mismas condiciones, 

tanto el efecto de HK, como el. de NMDA, se 
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Fig. 12: Efecto de antagonistas de receptores a aminoAcidos 
excitadores tipos NMDA y no-NMDA sobre la actividad 
de la AAT. Los resultados se expresan como 
porcientos del control ±SEM de 4-6 experimentos 
diferentes. Diferencias estadisticamente 
significativas con respecto al control (*, p<0.005) y 
con respecto al NMDA (**• p<0.005) (ANOVA). 
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Fig. 13: ~reato ~e inhibidcrc~ de 1: =!ntes~e de proteines 
(Actinomicina D 0.01 µg/ml y cicloheximida 1 µg/ml) 
sobre la actividad de la AAT inducida por 40mM ICCl o 
lSOµM NMDA. Los resultados se expresan como 
porcientos del control :t:SBM. 
Diferencias estadisticamente significativas con 
respecto al control (*, p<0.001) o con respecto a 
NMDA o KCl (**, p<0.001) (ANOVA). 
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ven bloqueados casi por completo (Fig. 13). 
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Cabe mencionar que 

las concentraciones de cicloheKimida y actinomicina D utilizadas, 

no tuvieron efecto alguno sobre la integridad celular, ni sobre la 

actividad de la AAT por si solas. 

-Efecto de otros aminoácidos excitadores (endógenos y 

exógenos) 

Las pruebas realizadas con otros aminoácidos excitadores 

muestran que, dentro de los agonistas c:t6g~no2. o6lc t:sl ácido 

kainico, a bajas concentraciones (10 µM) tiene un efecto 

estadísticamente significativo (aumento del 30%) sobre la 

actividad de la l\AT (Fig.14). En la figura 15 se muestra que el 

efecto del ácido kainico está mediado a través de su receptor, 

puesto que el DNOX inhibe completamente su acción, en tanto qua ni 

el MK-801, ni el Mg .. lo hacen. La nifedipina tampoco inhibió este 

efecto. El AMPA, el ácido Ouiscuálico y el LAPB no tienen efecto 

positivo sobre la enzima (Fig. 14 ). Dentro de los endógenos que 

también se proponen como agonistas del receptor a NMDA, el ácido 

quinolinico Anm~n.t~ 1.::: aot.L.viciad de la enzima en un 40% (Fig. 14), 

efecto que se inhibe con MK-801, Nifedipina y Mg.. ( Fig. 16). El 

ácido-L-homocisteico y el homoquinolinico no tienen efecto alguno 

sobre la actividad de la enzima (Fig. 14 ). 
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Fig. 14: Efecto de agonistas de receptores tipos no-NMDA sobre 
la actividad de la AAT. Los resultados se expresan 
como porcientos del control ±SEM de 4-6 experimentos 
diferentes. 
Diferencias estadisticamente significativas (* p<0.01, 
** p<O.OOl)con respecto al control (t de Student). 
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Efecto del 6cido quinolinico y antagonistas de 
receptores tipo NMDA, asi como de la nifedipina 
sobre la actividad de la AAT. Los resultados se 
expresan como porcientos del control ±SEM. 
Diferencias estadisticamente significativas (* 
p<0.005) con respecto al control y ** con respecto al 
6cido quinolinico (p<0.005) (ANOVA) 
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Se probaron también concentraciones desde lOµM hasta 1 mM de 

Glu y Asp. Como se muestra en la Fig. 17, el efecto es muy 

pequeño, ya que ambos aminoAcidos son incorporados por la célula 

rApidamente. Por otro lado, el inhibidor utilizado (Asp-~­

hidroKimate) tiene un efecto secundario t6Kico. 
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Fig. 17: Efecto de los amino6cidos excitadores Glu y Asp sobre 
la actividad de la AAT de células granulares cultivadas 
dúrante 5 días y tratadas durante las últimas 72 hrs. 
Las diferencias no son significativas. 
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ESTUDIOS DE MORFOLOGlA 

El cultivo de células granulares de cerebelo de rata de 8 

dias de nacidas en un medio basal Eagle con 10 mM de KCl y 

suplementado a los 2 DlV (Días !!). ill!,2 l con 30 mM de I<Cl o 150 µM 

de NMDA no tiene eí~cto alguno ~obre la morfologia de las células 

observadas con microscopia de luz cuando éstas se congelan a los 

5 DlV, si se les compara con células crecidas únicamente con 10 

mM de KCl ( Fig .18). Sin embargo, si las células se dejan en 

cultivo més tiempo (7 a 12 DlV), se observa un claro deterioro 

morfológico en cuünto a un adelgazamiento y ruptura de neuritas, 

vacuol.izaci6n de los somas, separación cel.ular del. sustrato y 

hasta l.a muerte celular. 

A los 5 DlV ninguno de los tratamientos, incluyendo los 

antagonistas MK-801, APV, los inhibidores cie t:t¡úta:::i:::: ~r"tAica 

actinomicina D y cicloheximida, afectaron la morfologia al 

observarse con microscopia de luz y la sobrevivencia de las 

células. 
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CONTROL 

NMDA 150 µM KCl 40 mM 
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D:ISCUS:ION 

En este trabajo se estudió la activación de los receptores a 

NMOA y la depolarización por potasio como posibles factores 

tróficos de las células granulares del cerebelo. Debido a que 

recientemente se ha propuesto (Schousboe & Hertz,1987~ Hertz & 

Schousboe, 1987) que la enzima AAT participa directamente en la 

síntesis de Glu como neurotransmisor, se pretendió demostrar que 

el efecto trófico antes mencionado está relacionado con 

ladiferenciación bioquímica, específicamente sobre el aumento en la 

actividad de la AAT. 

Si bien es cierto que se ha demostrado que la enzima 

glutaminasa activada por fosfato parece ser una pieza clave en la 

síntesis del Glu utilizado por las neuronas como neurotranAmiRnr 

(Sandoval y col.; 1989), algunos estudios inmunohistoquímicos 

(Altschuler et al., 1981; 1982; 1985; Wenthold et al., 1983; 1986) 

han sugerido un papel importante de la AAT en la síntesis de este 

Glu al demostrar una correlación entre la distribución de la AAT 

y la localización de neuronas glutamatérgicas en el Sistema 

Nervioso Central, incluyendo al cerebelo. Sin embargo, se tenia 

poca información acerca de la importancia de la AAT en neuronas 

que utilizan el ácido glutámico como neurotransmisor. Schousboe y 
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Hertz (1987) demostraron que existe una mayor actividad de la AAT 

en células glutamatérgicas que en otro tipo de neuronas. En uno 

de los trabajos pioneros sobre la importancia de la AAT en células 

granulares, Palaiologos y cols. (1989), estudiaron el efecto del 

aminooxiacetato (inhibidor de la AAT) y el fenilsuccinato 

(bloqueador del transporte keto- dicarboxílico mitocondrial) sobre 

la liberación de D-[3HJ- aspartato (un anélogo no metabolizable 

del Glu). Estos estudios demostraron que la AAT es una enzima 

clave para la síntesis de Glu como neurotransmisor liberable y 

sugieren que muy probablemente se requiera de la actividad 

concertada tanto de la AAT como de la PAG para dicha síntesis. 

Existe evidencia sustancial que indica que la actividad 

bioeléctrica influye en la sobrevivencia de las células neuronales 

en ciertas etapas de su desarrollo (Brenneman, et al., 1983; 

Harris, 1981). La depolarizaci6n, producto de la actividad 

neuronal in vivo, induce la sobrevivencia de cultivos celulares de 

Sistema Nervioso Periférico (Scott y Fisher, 1970; Wakade et al., 

1983) y Central, incluyendo a las células granulares del cerebelo 

(Lasher y Zagon, 1972; Gallo et al., 1987; BalAsz et al., 1988). 

La dependencia de potasio se desarrolla dentro de un intervalo 

de tiempo de 2 a 4 DIV (BalAsz et al., 1990), sugiriendo que esta 

depolarizaci6n in vitre esté de algún modo mimetizando uno de los 

eventos més importantes dentro del desarrollo de las células 

granulares del cerebelo, esto es, las primeras innervaciones 



62 

funcionales que éstas reciben de las fibras musgosas, muchas de las 

cuales, son glutamatérgicas (Balász et al., 1988). Es importante 

recalcar que el papel que la depolarizaci6n ocasionada por el NMDA 

o por alto potasio ejerce sobre la maduración y la sobreviviencia 

de estas células tiene un curso temporal bien delimitado. 

Balázs et al (1988) demostraron que el desarrollo inicial de 

potasio, sin embargo, sus cultivos no podian mantenerse por más de 

5DIV, debido a la muerte celular masiva que a esta edad se 

observaba. Ellos mismos habian demostrado (1987) ya la necesidad 

de utilizar concentraciones altas de potasio (25-40mM) para la 

posterior sobrevivencia de las células cuando éstas alcanzaban los 

3DIV. De manera análoga, en otra investigación ( 1988), demostraron 

el requerimiento de NMDA entre los 2-4 DIV para la sobrevivencia de 

las células granulares, apoyando con ésto la idea de que este tipo 

celular debe alcanzar cierto estado de desarrollo antes de depender 

de potasio o NMDA. Sin embargo, a medida que continua el 

desarrollo, el efecto trófico del NMDA y del potasio se sustituye 

por un efecto tóxico y finalmente, cuando las células est6n 

totalmente diferenciadas, ya no tienen más que un ligero efecto 

depolarizante. 

En el presente trabajo se utilizaron condiciones en las que la 

dependencia de la depolarización por parte de las células 

noafectara la sobrevivencia, la morfologia, ni el contenido de 
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proteína, comparando con las células control. Esto es, se 

crecieron en un medio con 10 mM de KCl basal y se realizaron los 

estudios cuando las células tenían SDIV. En nuestra preparación, 

la muerte celular masiva se daba alrededor de los 7 DIV. 

Como se muestra en las figuras 10 y 11, tanto el potasio 

como el NMDA son capaces de estimular la actividad de la AAT de 

manera dependiente de la dosis. 

El efecto observado, aún cuando es especifico para las 

enzimas involucradas en la síntesis del neurotransmisor, como la 

glutaminasa activada por fosfato (Morén y Patel, 1989) y la 

aspartato-aminotransferasa, la respuesta de asta última es menos 

pronunciada; probablemente porque en los ensayos no se diferencia 

entre la enzima mitocondrial y la citoplésmica pudiendo ser que se 

afecten de manera diferente, o bien, que la producción de Glu por 

la glutaminasa, no esté relacionada 1:1 con su transformación en 

Asp por la AAT mitocondrial y nuevamente a Glu por la AAT 

citoplésmica. 

De hecho, Peng et al (1991) establecen que la transaminación 

si es uno de los eventos més importantes en la formación del Glu 

como neurotransmisor liberable, ya que la inhibición de la 

actividad de la alanina-aminotransferasa y/o la 

aspartato-aminotransferasa por aminoxiacetato, disminuye 

fuertemente la liberación de Glu endógeno como neurotransmisor; 
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pero no siempre se requerirá del transporte transmitocondrial, ya 

que cuando se tienen al a-KG y Ala como precursores, no se inhibe 

la liberación de Glu con fenilsucoinato (inhibidor de la lanzadera 

aspartato-malato). 

Como se observa en 1a Tabla II , la LDH, la glutamato 

deshidrogenasa (datos del laboratorio no publicados) y el contenido 

de proteína no se ven afectados sustancialmente por los 

tratamientos. El hecho de que una enzima citoplásmica (LDH) y una 

enzima de localización mitocondrial (GLDH) no se vean afectadas 

por el tratamiento, resulta importante, ya que sugiere por un lado 

que el metabolismo general de la célula no está siendo modificado 

y, por otro lado, que el tratamiento no afecta de manera exclusiva 

a enzimas mi tocondriales. Además, en la misma •rabla II, se 

observa que el efecto es especifico para el tipo celular; es 

decir, la actividad de la enzima no se modifica ni en astrocitos 

ni en células corticales. Patel y cols. (1990) sugirieron 

recientemente que J.a acción 
.. ___ _ 
uu ... oo 

cultivos de neuronas subcorticales. Ellos probaron que la AAT no 

se ve modificada, mientras que otras enzimas marcadoras para 

distintos tipos neuronales se incrementaron. Esta discrepancia 

con nuestros resultados probablemente sG daba a la alt: 

heterogeneidad celular de su preparación, ya que ellos tienen 

astrocitos, células colinérgicas, gabaérgicas y un bajo porcentaje 

de células glutamatérgicas, en tanto que nuestra preparación está 

enriquecida en un 95% con células glutamatérgicas. Esto podria 
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sugerir que en la preparación de Patel y cols. el efecto de la hAT 

se ve enmascarado. 

La Tabla I muestra que los cambios en la actividad de la AAT 

debidos a la depolarización por KCl involucran probablemente un 

~ncremento intracelular de Ca++, ya que la nifedipina inhibe el 

efecto potenciador. Parece poco probable que el KCl esté 

6ja:rciünd.o :;u efecto ~ t=::r.~é:: de 1::: libe:-ecién de emincéc!dce 

excitadores por depolarización y éstos a su vez, estén 

interactuando con los receptores, ya que cuando se ponen 

antagonistas a los receptores tipo NMDA (MK-801 y APV) y a los del 

tipo no-NMDA ( DNQX), el efecto no se ve reducido de manera 

significativa. Más bien, su efecto podría ser a nl.vel de la 

activación de canales de calcio sensibles a voltaje (VSCC), cuya 

presencia de ha demostrado en estas células (Carboni and Wojcik, 

1988; Slesinger and Lansman, 1991; Morán et al.., 1991). 

En el caso del efecto del NMDA, también existe una clara 

participación del Ca .. ( Fig. 12 ) • Se sabe que la activación delos 

receptores a NMDA aumentan la conductancia del Ca .. {MAyer 

and Westbrook, 1987). Aún más, se ha observado que si se cambia 

la concentración externa de calcio, se altera notablemente el 

potencial de reversión de las respuestas inducidas por el 

agonista, sugiriendo que el canal del receptor no solo es 

permeable a Na' y K', sino también al Ca .. (MacDermott and Dale, 

1987). Con el uso del colorante arsenazo III se ha demostrado que 
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la activación del receptor a NMDA aumenta la concentración de 

calcio intracelular. De hecho, se ha visto que este canal es 10 

veces más permeable a Ca" que a Naº (Millar, 1991). También se ha 

probado en este receptor, el bloqueo del flujo de este ión 

divalente por Mg'º. En la Fig. 12 se muestra ademfls, que la 

entrada de ca•• no es por canales sensibles a nifedipina. 

Actualmente se ha propuesto que el receptor a ácido kainico 

también es permeable a calcio (Pruss et al., en prensa, en Millar, 

1991}. Holop~inAn et al (1989) demuestran que el ácido kainico a 

concentraciones de 10 µM y 100 a 1000 µM inducen un aumento de 

calcio intracelular, efecto que, además, no se inhibe con 

dihidropiridinas (antagonistas del tipo-L de VSCC). Nosotros 

probamos que solo concentraciones bajas ( 10 a 50 µM) de ácido 

kainico, tienen un efecto positivo sobre la actividad de la AAT. 

Este efecto del ácido kainico podria estar dado entonces por un 

aumento de Ca" a través de VSCC o directamente por el propio canal 

del. receptor. 

La falta de estimulaci6n de las enzimas J\Í\T y ?AG pu~ ot~c 

tipo de entrada de Ca", a saber, la inducida por el ion6foro 

A23187 (observaciones no publicadas), indica entonces que las vias 

de entrada de ca" con 'fines' tróficos son especificas y que el 

ionóforo del receptor a NMDA (probablemente el del kainico) -;,· lo::: 

canales de calcio sensibles a voltaje (activados por KCl y ácido 

kainico) son las más probables. Además de la via de entrada, 

también es importante la fuente de calcio, la magnitud del 
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incremento del ión y el curso temporal de dicho incremento. 

Fuera. del efecto del kainico a bajas concentraciones, se 

puede decir que el aumento en la actividad de la AAT est6 mediado 

exclusivamente por los receptores a NMDA, ya que el DNQX 

(antagonista de receptores no-NMDA) no inhibe su efecto y el APV 

y el MK-801 (potentes antagonistas del receptor a NMDA) bloquean 

compJet~mAnta su ~cci6n. De los otros agonistas probados, sólo el 

6cido quinolinico tuvo un efecto sobre la actividad de la AAT 

(Fig. 14 ). Ambos compuestos se proponen como ligandos endógenos 

de los receptores a NMDA de algunas regiones del SNC, incluyendo 

el cerebelo (Stone y Burton, 1988); por lo que podrian estar 

activando al receptor a NMDA con su consecuente entrada de calcio, 

aunque, cabe mencionar que dicha entrada del ión podria también 

estar mediada por vscc. Estos resultados favorecen, por lo tanto, 

la propuesta de que el écido quinolinico sea, aparte del Glu, 

ligando endógeno del receptor del tipo NMDA. 

Por otro lado, resulta muy interesante mencionar que los 

experimentos con cicloheximida y actinomicina D (ambos inhibidores 

de la sintesis proteica a distintos niveles) indican que el efecto 

inducico por el potasio y el NMDA requiere de una sintesis de novo 

de proteinas y RNA. Este hecho constituye un argumento e favor de 

que el papel trófico del NMDA tiene una bese genética, es decir, 

el NMDA probablemente sea capaz de influir sobre la expresión de 

genes involucrados con la sintesis de AAT. Esta posibilidad esté 



68 

apoyada por una serie de estudios recientes en los que se ha 

demostrado una acción de los aminoácidos excitadores sobre la 

expresión de genes tempranos en esta misma preparación ( Szekely et 

al, 1990). 

Para finalizar, resulta evidente que tanto la depolarización 

por potasio como el efecto del NMDA son herramientas que, en el 

mejor de los casos, pretenden tener su correlación con el modelo 

in vivo. 

Por una parte, ya se menci~n6 que las cél.ulas granulares 

reciben sus primeras aferentes sinápticas funcionales de las 

fibras musgosas, algunas de las cuales son glutamatérgicas. El 

modelo que se propone para hipocampo resulta adecuado también para 

las células granulares del cerebelo: el Glu se. une a los 

receptores tipo NMDA y no-NMDA. El receptor tipo NMDA no se puede 

activar, ya que la concentración de Mg" in vivo es suficiente para 

inhibirlo, pero los otros receptores si se activan y cambian el 

~clt~jc d~ le ~~mhrRnR 1 pudiendo entonces actuar el NMDA (adem6s 

dal calcio que entra por su canal, también se activan los VSCC). 

De algún modo, la expresión de los genes relacionadoc con la PAG 

y la l\AT se ve aumentada y se inicia una mayor sintesis de dichas 

cm:.imes. La Pl\G convierte la glutarnina . en glutamato en la 

mitocondria y la l\AT permite que éste se libere como 

neurotransmisor mediante la actividad de la lanzadera 

aspartato/malato (Palaiologos, et al., 1989). Estas enzimas 
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funcionan de una manera concertada, ya que la sintesis neta de 

flcido glutflmico la lleva a cabo la glutaminasa, pero en su 

utilización como neurotransmisor, parece ser la AAT la 

directamente involucrada (Fig. 6 ). Por otro lado, esto requiere 

de una asociación celular muy especial, ya que tanto la piruvato 

carboxilasa y la glutamino sintetasa (enzimas que sintetizan 

sustratos que requieren la AAT y la PAG respectivamente) se 

encuentran sólo en astrocitos. 

Asi pues, se establece una interacción celular, enzimática y 

genética que permite el desarrollo de las células granulares del 

cerebelo de la rata en un periodo critico del desarrollo da este 

órgano. 
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CONCLUSJ:ONES 

a) La estimulaci6n por KCl y NMDA aumentan le actividad de 

la AAT de células granulares de 5 DJ:V obtenidas de cerebelo de 

:."ete de 8 d!ae (1~ n;:¡c1.rl;u; ( 8P) .. 

b) El efecto del NMDA y el KCl es especifico para las 

enzimas involucradas con la sintesis del neurotransmisor (AAT y 

GAF). 

c) El efecto está mediado por receptores del tipo NMDA. Dos 

de los agonistas endógenos propuestos, el ácido homoquinolinico y 

el D-homocisteinsulfinico tienen un efecto positivo. 

d) El ácido kainico perece tener un efecto similar a bajas 

concentraciones, probablemente debido a la depolarizaci6n, al 

igual que el KCl. 

e) Los efectos observados parecen involucrar la sintesis ~ 

~ de proteínas. 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren por 

lo tanto, que la estimulación del receptor a NMDA pudiera tener un 

efecto trófico sobre las células granulares durante el desarrollo 

y que la ~T constituye, junto con la GAF, un par~metro marcador 

del desarrollo de neuronas glutamatérgicas. 
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